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ABSTRACT
ANTIGENIC DIVERSITY AND CULTURAL 
BEHAVIOR OF CHLAMYDIA PSITTACI 
OF MAMMALIAN ORIGIN
by
J o r g e  A. P e r e z - M a r t i n e z
S u s p e n s i o n  c u l t u r e s  o f  L - c e l l s  w e r e  i n f e c t e d  w i t h  s t r a i n s  
r e p r e s e n t i n g  d i f f e r e n t  b i o t y p e s  o f  C h l a m y d i a  ( C . )  p s i t t a c i  o f  b o v i n e ,  
o v i n e ,  c a p r i n e ,  e q u i n e ,  f e l i n e ,  p o r c i n e  and g u i n e a  p i g  o r i g i n .
B i o t y p e - 1  c h l a m y d i a e  m u l t i p l i e d  t o  h i g h  t i t e r s ,  and h i g h  y i e l d s  o f  
i n f e c t i v i t y  w e r e  o b t a i n e d  i n  s u b s e q u e n t  p a s s a g e s .  C h l a m y d i a l  s t r a i n s  
r e o r e s e n t a t i v e  o f  o t h e r  b i o t y p e s  d i d  n o t  i n f e c t  s u s p e n s i o n  c u l t u r e s  
e f f i c i e n t l y .  Low r a t e s  o f  i n f e c t i o n  w e r e  o b t a i n e d  on t h e  f i r s t  
p a s s a g e ,  and t h e  i n f e c t i v i t y  was l o s t  w h i l e  a t t e m p t i n g  s u b p a s s a g e s .
L - c e l l s  i n o c u l a t e d  i n  s u s p e n s i o n  w i t h  more  t h a n  one  i n c l u s i o n  
f o r m i n g  u n i t / L - c e l l  o f  t h e  c h l a m y d i a l  s t r a i n  B577 an d  a l l o w e d  t o  fo rm  
m o n o l a y e r s ,  w e re  d e s t r o y e d  w i t h i n  15 d a y s .  How ever ,  upon  c o n t i n u e d  
i n c u b a t i o n ,  a few s u r v i v i n g  c e l l s  r e p o p u l a t e d  t h e  f l a s k s  and r e m a i n e d  
p e r s i s t e n t l y  i n f e c t e d .  The p e r s i s t e n t  s t a t e  was c h a r a c t e r i z e d  by 
c y c l e s  o f  r e p o p u l a t i o n  w i t h  a low r a t i o  o f  i n f e c t e d  c e l l s ,  and c y c l e s  
o f  e x t e n s i v e  c y t o p a t h o l o g y  w h e r e  > 90% o f  t h e  c e l l s  h ad  i n c l u s i o n s  and  
w h i c h  c o u l d  be  t e r m i n a t e d  w i t h  p e n i c i l l i n .  I m m u n o f l u o r e s c e n c e  and 
s u p e r i n f e c t i o n  d u r i n g  r e p o p u l a t i o n  r e v e a l e d  t h a t  t h e  p r e s i s t e n t l y
xv ii
i n f e c t e d  c e l l s  a d s o r b  c h l a m y d i a e ,  b u t  t h e i r  m u l t i p l i c a t i o n  i s  a r r e s t e d .  
T h i s  n o n - p e r r a i s s i v e  s t a t e  was t e r m i n a t e d  by c y c l o h e x i m i d e  t r e a t m e n t .
The d i f f e r e n t  c h l a m y d i a l  b i o t y p e s  w e re  im muno typed  by  an i n d i r e c t  
m i c r o i m m u n o f l u o r e s c e n c e  ( I M I F )  t e s t .  G ro u p s  o f  c h l a m y d i a - f r e e  BALB/c 
m i c e  r e c e i v e d  two w e e k l y  i n t r a v e n o u s  i n o c u l a t i o n s  w i t h  c h i c k e n  e m b r y o -  
p r o p a g a t e d ,  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  e l e m e n t a r y  b o d i e s  o f  e a c h  s t r a i n .  
A n t i s e r a  w e re  c o l l e c t e d  4 d a y s  a f t e r  e a c h  i n o c u l a t i o n ,  and t e s t e d  f o r  
a n t i c h l a m y d i a l  IgM a n d  IgG a n t i b o d i e s  i n  t h e  IMIF t e s t  u s i n g  c e l l  
c u l t u r e - p r o p a g a t e d ,  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  h o m o l o g o u s  and h e t e r o l o g o u s  
a n t i g e n s .  Nine  im m u n o ty p es  o f  C. p s i t t a c i  w e re  d i s t i n g u i s h e d ,  t h e  
c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  im m u n o t y p e s  and b i o t v p e s  was c l o s e ,  and a  p a t t e r n  
o f  e i t h e r  d i s e a s e  o r  h o s t  s p e c i f i c i t y  was a s s o c i a t e d  w i t h  e a c h  
i m m u n o t y p e .
A m o d i f i e d  c o m p l e m e n t  f i x a t i o n  (MoCF) t e s t ,  an i n d i r e c t  i n c l u s i o n  
f l u o r e s c e n c e  a n t i b o d y  ( U F A )  t e s t ,  and  an e n z y m e - l i n k e d  im m u n o s o r b e n t  
a s s a y  (ELISA) w e r e  d e v e l o p e d  and e v a l u a t e d  a s  d i a g n o s t i c  t e s t s  f o r  
c h l a m y d i a l  a b o r t i o n s  i n  c a t t l e .  The p a t t e r n  o f  s e q u e n t i a l  a n t i b o d y  
r e s p o n s e  a f t e r  e x p e r i m e n t a l  c h l a m y d i a l  i n f e c t i o n  was s i m i l a r  w i t h  t h e  
t h r e e  d i f f e r e n t  s e r o l o g i c a l  t e c h n i q u e s .  The MoCF t e s t  i n c r e a s e d  t h e  
s e n s i t i v i t y  o f  t h e  s t a n d a r d  CF t e s t .  H o w e v e r ,  t h e  U F A  t e s t  and ELISA 
w e re  e v e n  more  s e n s i t i v e .
CHAPTER I: INTRODUCTION
The g e n u s  C h l a m y d i a  ( C. ) c o m p r i s e s  a  l a r g e  g r o u p  o f  o b l i g a t e  
i n t r a c e l l u l a r  p a t h o g e n s  o f  p r o k a r y o t i c  n a t u r e  ( 1 1 2 ) .  T hey  r e p l i c a t e  i n  
t h e  c y t o p l a s m  o f  e u k a r y o t i c  c e l l s  by u n d e r g o i n g  a u n i q u e  d e v e l o p m e n t a l  
c y c l e  ( 1 0 6 ) .  The c h l a m y d i a l  d e v e l o p m e n t  c y c l e  i s  i n i t i a t e d  by t h e  
i n f e c t i o u s  f o r m  o f  t h e  o r g a n i s m ,  t h e  e l e m e n t a r y  b o d y  (E B ) ,  w h i c h  
a t t a c h e s  t o  t h e  h o s t - c e l l  membrane by  means  o f  s p e c i f i c  l i g a n d - r e c e p t o r  
i n t e r a c t i o n s ,  an d  i t  i s  i n t e r n a l i z e d  by a p r o c e s s  o f  e n d o c y t o s i s .  The 
EB a v o i d s  f u s i o n  w i t h  t h e  l y s o s o m e s  and r e o r g a n i z e s  t h e n  i n t o  a 
n o n - i n f e c t i o u s  f o r m ,  t h e  r e t i c u l a t e  b o d y  (R B),  w h i c h  h a s  s p e c i a l i z e d  
m e t a b o l i c  b i o s y n t h e t i c  f u n c t i o n s  f o r  m u l t i p l i c a t i o n .  The c y c l e  i s  
c o m p l e t e d  when RBs r e o r g a n i z e  i n t o  a  new p r o g e n y  o f  EBs t h a t  a r e  
r e l e a s e d  i n t o  t h e  e x t r a c e l l u l a r  e n v i r o n m e n t  as  t h e  h o s t  c e l l  i s  l y s e d .
T h e r e  a r e  two s p e c i e s  o f  C h l a m y d i a :  C. t r a c h o m a t i s  w h i c h  i n f e c t s
o n l y  humans ( 1 4 8 ) ,  and C. p s i t t a c i  w h i c h  i n f e c t s  s e v e r a l  a n i m a l  s p e c i e s  
i n c l u d i n g  man an d  c a n  c a u s e  a w i d e  v a r i e t y  o f  d i s e a s e s  ( 1 7 1 ) .  I n  
a d d i t i o n  t o  t h e i r  h o s t  r a n g e ,  t h e  two s p e c i e s  c a n  a l s o  be 
d i f f e r e n t i a t e d  by  t h e  s u s c e p t i b i l i t y  t o  s u l f a d i a z i n e ,  t h e  p r o d u c t i o n  o f  
g l y c o g e n ,  t h e i r  DNA c o m p o s i t i o n  and t h e  p r e s e n c e  o f  a s p e c i e s  s p e c i f i c  
a n t i g e n  ( 1 1 2 ) .
I . A .  STATEMENT OF RESEARCH PROBLEM.
D i f f e r e n t  c h l a m y d i a l  s t r a i n s  i s o l a t e d  f r o m  d o m e s t i c  mammals a r e  t h e  
s u b j e c t  o f  t h e s e  s t u d i e s .  T h e s e  s t r a i n s ,  i n  s p i t e  o f  b e i n g  c l a s s i f i e d  
a s  one s p e c i e s  (C. p s i t t a c i ) ,  h a v e  s i g n i f i c a n t  b i o l o g i c a l ,  p a t h o g e n i c  
an d  a n t i g e n i c  d i f f e r e n c e s  ( 1 8 0 ) .  S p e c i f i c  v i r u l e n c e  f a c t o r s  h a v e  n o t
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y e t  b e e n  i d e n t i f i e d ,  b u t  a r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  a n t i g e n i c  m a k e - u p  and 
p a t h o g e n i c  p o t e n t i a l  a p p e a r s  t o  e x i s t .  S t r a i n  s p e c i f i c  a n t i g e n s  p r e s e n t  
on t h e  s u r f a c e  o f  t h e  EB see m t o  d e t e r m i n e  s p e c i f i c  m e c h a n i s m s  o f  
p a r a s i t e - i n d u c e d  e n d o c y t o s i s  and m i g h t  p l a y  an i m p o r t a n t  r o l e  i n  
d e t e r m i n i n g  t h e  h o s t  c e l l  r a n g e  o f  a g i v e n  s t r a i n .  T h e r e f o r e ,  f u r t h e r  
c h a r a c t e r i z a t i o n  i s  n e e d e d  i n  o r d e r  t o  d e f i n e  d i s e a s e  s p e c i f i c  a n t i g e n s  
an d  p o s s i b l y  o t h e r  v i r u l e n c e  f a c t o r s .  T h i s  k n o w l e d g e  may u l t i m a t e l y  
l e a d  t o  an  e x p a n d e d  c l a s s i f i c a t i o n  s c h e m e .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  d i a g n o s i s  
o f  t h e  d i f f e r e n t  c h l a m y d i a - i n d u c e d  d i s e a s e s  o f  a n i m a l s  i s  s t i l l  a 
d i f f i c u l t  t a s k ,  and i m p r o v e d  l a b o r a t o r y  p r o c e d u r e s  a r e  r e q u i r e d  f o r  
d i f f e r e n t i a t i o n .
! . B .  OBJECTIVES
F o l l o w i n g  a p e r t i n e n t  l i t e r a t u r e  r e v i e w ,  t h e  d i f f e r e n t  c h a p t e r s  o f  
t h i s  t h e s i s  d e s c r i b e  s p e c i f i c  e x p e r i m e n t s  t h a t  w e r e  p e r f o r m e d  i n  o r d e r  
t o  a c c o m p l i s h  t h e  f o l l o w i n g  o b j e c t i v e s :
1.  To e x p l o r e  t h e  u s e f u l n e s s  o f  s u s p e n s i o n  c u l t u r e s  o f  L - c e l l s  f o r  
t h e  i n  v i t r o  p r o p a g a t i o n  o f  d i f f e r e n t  s t r a i n s  o f  C. p s i t t a c i  o f  
m am mal ian  o r i g i n .
2 .  To d e v e l o p  and c h a r a c t e r i z e  an  i n  v i t r o  mode l  o f  p e r s i s t e n c e  
u s i n g  a b o r t i g e n i c  s t r a i n s  o f  C. p s i t t a c i .
3 .  To s t u d y  t h e  a n t i g e n i c  d i v e r s i t y  o f  C. p s i t t a c i  o f  mammali an  
o r i g i n  by means  o f  a h i g h l y  s p e c i f i c  i n d i r e c t  
m i c r o i m m u n o f l u o r e s c e n c e  t e s t .
4 .  To d e v e l o p  and  a s s e s s  t h e  d i a g n o s t i c  v a l u e  o f  a m o d i f i e d  
co m p le m e n t  f i x a t i o n  (MoCF) t e s t ,  an i n d i r e c t  i n c l u s i o n  
f l u o r e s c e n c e  a n t i b o d y  ( U F A )  t e s t  and an  e n z y m e - l i n k e d
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i m m u n o s o r b e n t  a s s a y  (ELISA) f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  
c h l a m y d i a - i n d u c e d  a b o r t i o n s  i n  cow s.
The a i m  o f  t h e s e  i n v e s t i g a t i o n s  i s  t o  g e t  a b e t t e r  u n d e r s t a n d i n g  o f  
t h e  a n t i g e n i c  p r o p e r t i e s  o f  d i f f e r e n t  mammali an  s t r a i n s  o f  C. p s i t t a c i  
an d  t h e i r  s i g n i f i c a n c e  f o r  p a t h o g e n i c  p o t e n t i a l .  The r e s u l t s  f r o m  t h e  
i n v e s t i g a t i o n s  a r e  p r e s e n t e d  as  i n d i v i d u a l ,  s e l f - c o n t a i n e d  c h a p t e r s  
w h i c h  r e p r e s e n t  m a n u s c r i p t s  s u b m i t t e d  f o r  p u b l i c a t i o n  t o  d i f f e r e n t  
r e f e r e e d  j o u r n a l s .  T h ey  a r e  e n t i t l e d :
1.  " P r o p a g a t i o n  o f  o v i n e  an d  b o v i n e  a b o r t i o n  s t r a i n s  o f  C h l a m y d i a  
p s i t t a c i  i n  s u s p e n s i o n  c u l t u r e s  o f  L - c e l l s . "  S u b m i t t e d  f o r  
p u b l i c a t i o n  t o  t h e  " A m e r i c a n  J o u r n a l  o f  V e t e r i n a r y  R e s e a r c h . "  
C o - a u t h o r e d  by J .  S t o r z .
2 .  " P e r s i s t e n t  i n f e c t i o n  o f  L - c e l l s  w i t h  an o v i n e  a b o r t i o n  s t r a i n  o f  
C h l a m y d i a  p s i t t a c i . "  A c c e p t e d  f o r  p u b l i c a t i o n  i n  " I n f e c t i o n  and 
I m m u n i t y . "  C o - a u t h o r e d  by J .  S t o r z .
3 .  " A n t i g e n i c  d i v e r s i t y  o f  C h l a m y d i a  p s i t t a c i  o f  mam mal ian  o r i g i n  
d e t e r m i n e d  by m i c r o i m m u n o f l u o r e s c e n c e . "  S u b m i t t e d  f o r  p u b l i c a t i o n  
t o  " I n f e c t i o n  a n d  I m m u n i t y . "  C o - a u t h o r e d  by J .  S t o r z .
4 .  " A n t i b o d y  r e s p o n s e s  o f  cows e x p e r i m e n t a l l y  i n o c u l a t e d  w i t h  
a b o r t i g e n i c  c h l a m y d i a e :  D e v e l o p m e n t  and c o m p a r i s o n  o f  a m o d i f i e d  
co m p l e m e n t  f i x a t i o n  t e s t ,  an  i n d i r e c t  i n c l u s i o n  f l u o r e s c e n c e  
a n t i b o d y  t e s t ,  and  an  e n z y m e -  l i n k e d  i m m u n o s o r b e n t  a s s a y . "  
S u b m i t t e d  f o r  p u b l i c a t i o n  t o  t h e  " A m e r i c a n  J o u r n a l  o f  V e t e r i n a r y  
R e s e a r c h . "  C o - a u t h o r e d  by N. S ch m eer  an d  J .  S t o r z .
CHAPTER 2: REVIEW OF PERTINENT LITERATURE
I I . A .  BASIC BIOLOGICAL AND PATHOGENIC PROPERTIES OF THE GENUS 
CHLAMYDIA.
C h l a m y d i a l  a g e n t s  f o r m  a l a r g e  g r o u p  o f  o r g a n i s m s  t h a t  ca n  
r e p l i c a t e  o n l y  i n  t h e  c y t o p l a s m  o f  l i v i n g  a n i m a l  c e l l s ,  a p r o p e r t y  t h a t  
r e s e m b l e s  t h e  o b l i g a t e  i n t r a c e l l u l a r  p a r a s i t i s m  o f  t h e  v i r u s e s  
( 1 2 , 1 0 6 ) .  O t h e r  c h l a m y d i a l  p r o p e r t i e s  t h a t  r e s e m b l e  v i r a l  p r o p e r t i e s  
a r e  t h e i r  r e l a t i v e l y  s m a l l  s i z e  ( . 2 u m )  an d  t h e i r  i n a b i l i t y  t o  r e p l i c a t e  
i n  i n t e r f e r o n - t r e a t e d  c e l l s  ( 2 8 , 9 9 , 1 3 8 , 1 3 9 , 1 5 8 ) .  How ever ,  i n  c o n t r a s t  
t o  t h e  v i r u s e s ,  c h l a m y d i a e  a r e  p r o k a r y o t i c  o r g a n i s m s  and t h e i r  c e l l u l a r  
e n t i t y  i s  m a i n t a i n e d  t h r o u g h o u t  t h e i r  d e v e l o p m e n t a l  c y c l e  ( 1 0 5 , 1 0 6 ) .
By v i r t u e  o f  t h e i r  p r o k a r y o t i c  n a t u r e ,  c h l a m y d i a e  s h a r e  some o f  t h e  
b a s i c  p r o p e r t i e s  o f  t h e  e u b a c t e r i a :  t h e y  c o n t a i n  b o t h  DNA a n d  RNA;
t h e y  d i v i d e  by b i n a r y  f i s s i o n ;  t h e y  h a v e  7 0S r i b o s o m e s ;  t h e y  p o s s e s s  
e n z y m a t i c  a c t i v i t i e s  and  s y n t h e s i z e  t h e i r  own m a c r o m o l e c u l e s ;  t h e y  
c o n t a i n  r i g i d  c e l l  w a l l s  w i t h  an o u t e r  membrane s i m i l a r  t o  t h a t  o f  Gram 
n e g a t i v e  b a c t e r i a ,  an d  t h e y  a r e  s u s c e p t i b l e  t o  t h e  a c t i o n  o f  s e v e r a l  
a n t i b i o t i c s  i n c l u d i n g  t e t r a c y c l i n e ,  c h l o r a m p h e n i c o l ,  e r y t h r o m y c i n  and 
p e n i c i l l i n  ( 3 9 , 8 0 a , l 0 5 , 1 2 8 , 1 8 0 , 1 8 1 ) .
I n  s p i t e  o f  t h e s e  s i m i l a r i t i e s  w i t h  t h e  f r e e  l i v i n g  b a c t e r i a ,  
c h l a m y d i a e  h a v e  i m p o r t a n t  b i o l o g i c a l  p r o p e r t i e s  t h a t  d i s t i n g u i s h  t h e m  
f r o m  a l l  o t h e r  m i c r o o r g a n i s m s .  T h e i r  r i g i d  c e l l  w a l l s  do n o t  c o n t a i n  
m ur am ic  a c i d  ( 7 , 3 5 , 5 8 ) ,  w h i c h  i s  t h e  h a l l m a r k  o f  t h e  t y p i c a l  b a c t e r i a l  
c e l l  w a l l .  I n s t e a d ,  s t r e n g t h  and r i g i d i t y  o f  t h e  c e l l  w a l l s  o f  
C h l a m y d i a  a p p e a r  t o  be  c o n f e r r e d  by d i s u l f i d e  c r o s s - l i n k e d  o u t e r  
membrane p r o t e i n s  ( 8 , 7 0 , 1 1 9 , 1 2 2 ) .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  c h l a m y d i a l  e n v e l o p e
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p o s s e s s e s  u n i q u e  m o r p h o l o g i c a l  f e a t u r e s  u n i q u e  t o  t h e  g en u s  
( 1 6 , 9 5 - 9 8 , 1 6 1 )  .
C h l a m y d i a e  a r e  u n a b l e  t o  e f f i c i e n t l y  p r o d u c e  h i g h  e n e r g y  compounds  
s u c h  a s  ATP an d  t h e r e f o r e  t h e y  m us t  d e r i v e  t h e i r  m e t a b o l i c  e n e r g y  f r o m  
t h e i r  h o s t  ( 7 1 , 1 0 7 ) .  T h i s  p r o p e r t y  i s  t h e  p r i n c i p a l  r e a s o n  why t h e s e  
o r g a n i s m s  c a n n o t  m u l t i p l y  e x t r a c e l l u l a r l y .
D u r i n g  m u l t i p l i c a t i o n  t h e  c h l a m y d i a e  u n d e r g o  a  c o m p l i c a t e d  
d e v e l o p m e n t a l  c y c l e  w h i c h  h a s  no c o u n t e r p a r t  ( 5 6 , 1 0 6 , 1 8 5 ) .  The 
c y t o p l a s m i c  i n c l u s i o n s  t h a t  a r e  p r e s e n t  i n  t h e  i n f e c t e d  c e l l s  r e p r e s e n t  
m em b ra n e - b o u n d  m i c r o c o l o n i e s  w h e r e  t h e  d i f f e r e n t  c h l a m y d i a l  
d e v e l o p m e n t a l  f o r m s  a r e  p r e s e n t .  The c h l a m y d i a l  d e v e l o p m e n t a l  c y c l e  
b e g i n s  when t h e  e x t r a c e l l u l a r  f o r m  o f  t h e  o r g a n i s m ,  t h e  e l e m e n t a r y  bo dy  
( E B ) ,  i n f e c t s  a s u s c e p t i b l e  h o s t  c e l l  by  i n d u c i n g  i t s  own u p t a k e  t h r o u g h  
e n d o c y t o s i s  ( 2 9 , 4 7 ) .  P r e l i m i n a r y  s t u d i e s  s u g g e s t  t h a t  t h e r e  a r e  
s p e c i f i c  r e c e p t o r  s i t e s  on t h e  h o s t  c e l l  f o r  d i f f e r e n t  c h l a m y d i a l  a g e n t s  
( 1 3 , 7 2 , 9 2 , 9 3 , 1 1 2 , 1 9 5 ) .  Once i n s i d e  t h e  h o s t  c e l l ,  t h e  c h l a m y d i a e  r e m a i n  
i n  a p hagosom e  t h r o u g h o u t  t h e  r e s t  o f  t h e  d e v e l o p m e n t a l  c y c l e .  To t h i s  
e f f e c t ,  p h a g o l y s o s o m a l  f u s i o n  i s  i n h i b i t e d  by an  unknown m e c h a n i s m  t h a t  
r e q u i r e s  t h e  p r e s e n c e  o f  i n t a c t  c h l a m y d i a l  s u r f a c e  a n t i g e n s  
( 2 5 , 4 9 , 5 0 , 5 6 , 1 9 6 ) .  The EB r e o r g a n i z e s  t h e n  i n t o  a n o n - i n f e c t i o u s  f o r m ,  
t h e  r e t i c u l a t e  b o d y  (R B ) ,  w h i c h  m u l t i p l i e s  a c t i v e l y  by b i n a r y  f i s s i o n  
( 2 0 , 1 0 6 , 1 6 7 , 1 8 5 ) .  The m o l e c u l a r  b a s i s  f o r  t h i s  d i f f e r e n t i a t i o n  p r o c e s s  
i s  n o t  w e l l  u n d e r s t o o d .  H o w e v e r ,  i t  s eems  t o  i n v o l v e  t h e  r e d u c t i o n  o f  
d i s u l f i d e  b o n d s  c r o s s - l i n k i n g  t h e  m a j o r  o u t e r  membrane p r o t e i n  and t h r e e  
o t h e r  m i n o r  c y s t e i n e - r i c h  membrane p r o t e i n s  p r e s e n t  a s  p o l y m e r i c  
c o m p l e x e s  i n  t h e  EB ( 6 7 , 7  0 ) .  A f t e r  s e v e r a l  r o u n d s  o f  d i v i s i o n ,  t h e  RBs 
r e o r g a n i z e  a g a i n  i n t o  a  new
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p r o g e n y  o f  EB s .  H ie  m o n o m er i c  c h l a m y d i a l  o u t e r  membrane p r o t e i n s  become 
d i s u l f i d e  c r o s s - l i n k e d  a g a i n ,  and t h e  new i n f e c t i v e  p r o g e n y  i s  r e l e a s e d  
a s  t h e  h o s t  c e l l  i s  l y s e d  ( 1 6 6 , 1 8 6 ) .
The c h l a m y d i a e  r e l e a s e d  f r o m  i n f e c t e d  c e l l s  o f  a n i m a l s  a r e  
r e l a t i v e l y  r e s i s t a n t  t o  t h e  e n v i r o n m e n t .  They a r e  r e s i s t a n t  t o  d r y i n g  
and  t h e  a c t i o n  o f  p r o t e o l y t i c  en zy m e s  and t h e y  ca n  s u r v i v e  i n  d r y  f e c e s  
f o r  m o n t h s  ( 1 7 1 ) .  H o w e v e r ,  t h e  h i g h  l i p i d  c o n t e n t  o f  t h e i r  c e l l  w a l l s  
makes  t h e m  q u i t e  s e n s i t i v e  t o  d e t e r g e n t s  and s o l v e n t s ,  and i n a c t i v a t i o n  
by  a v a r i e t y  o f  common d i s i n f e c t a n t s  s u c h  a s  f o r m a l d e h y d e  o r  p h e n o l  c a n  
be  r e a d i l y  a c c o m p l i s h e d  ( 1 7 1 ) .  C h l a m y d i a l  a g e n t s  a r e  a l s o  r e l a t i v e l y  
s u s c e p t i b l e  t o  t h e r m a l  i n a c t i v a t i o n .
I n  t h e  p a s t ,  c h l a m y d i a l  a g e n t s  w e r e  named e i t h e r  a c c o r d i n g  t o  t h e  
human d i s e a s e s  t h a t  t h e y  c a u s e d :  t h e  p s i t t a c o s i s - l y m p h o g r a n u l o m a -
t r a c h o m a  (PLT) g r o u p ,  t h e  t r a c h o m a - i n c l u s i o n  c o n j u n c t i v i t i s  (TRIC) 
g r o u p ,  t h e  l y m p h o g r a n u l o m a  v e n e r e u m  (LGV) g r o u p ;  o r  a s  M i y a g a w a n e l l a , 
B e d s o n i a ,  R a k e i a  an d  by  s e v e r a l  o t h e r  t e r m s  ( 6 0 , 1 7 1 ) .  F o r  t a x o n o m i c  
p u r p o s e s  t h e y  a r e  a l l  c l a s s i f i e d  now as  a s i n g l e  g e n u s ,  C h l a m y d i a .  
F u r t h e r m o r e ,  t h e  u n i q u e n e s s  o f  t h e i r  d e v e l o p m e n t a l  c y c l e  w a r r a n t e d  
p l a c i n g  t h e  g e n u s  ( a n d  c o o r d i n a t e  f a m i l y  C h l a m y d i a c e a e ) i n  a s e p a r a t e  
o r d e r ,  C h l a m y d i a l e s  ( 1 1 2 , 1 7 9 ) .
A l l  mem ber s  o f  t h e  g e n u s  C h l a m y d ia  s h a r e  t h e  same m o r p h o l o g y  and a 
common l i p o p o l y s a c c h a r i d e  a n t i g e n  ( 4 5 , 4 6 , 1 2 1 , 1 4 7 )  w h i c h  i s  u s u a l l y  
d e m o n s t r a t e d  by t h e  co m p l e m e n t  f i x a t i o n  t e s t  o r  by f l u o r e s c e n t  a n t i b o d y  
(FA) r e a c t i o n s  on i n f e c t e d  c e l l s  an d  t i s s u e s .
B ased  on t h e  c h a r a c t e r i s t i c s  l i s t e d  i n  t a b l e  1,  two s p e c i e s  o f  
C h l a m y d i a  a r e  r e c o g n i z e d :  C. t r a c h o m a t i s  and  C. p s i t t a c i .
N a t u r a l  C. t r a c h o m a t i s  i n f e c t i o n s  o c c u r  i n  man and mouse o n l y ,  and
a l l  known s t r a i n s  h a v e  b e e n  s u b d i v i d e d  i n t o  3 b i o v a r s  b a s e d  on t h e i r  
n a t u r a l  h o s t ,  t h e i r  i n t e r a c t i o n  w i t h  c u l t u r e d  c e l l s ,  and t h e i r  d i s e a s e  
p o t e n t i a l  ( 6 0 , 8 7 , 1 0 8 ) .
C. t r a c h o m a t i s  b i o v a r  t r a c h o m a  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  p o t e n t i a l l y  
b l i n d i n g  d i s e a s e  t r a c h o m a .  I n  i n d u s t r i a l i z e d  c o u n t r i e s ,  i t  i s  an 
i m p o r t a n t  c a u s e  o f  u r e t h r i t i s ,  c e r v i c i t i s ,  s a l p i n g i t i s  and i n f e r t i l i t y  
i n  s e x u a l l y  a c t i v e  a d u l t s ,  an d  a  common c a u s e  o f  c o n j u n c t i v i t i s  an d 
p n e u m o n i a  i n  n e o n a t e s  f r o m  i n f e c t e d  m o t h e r s  ( 7 8 , 1 4 4 , 1 4 8 , 1 4 9 , 1 5 1 , 1 8 4 ) .
C. t r a c h o m a t i s  b i o v a r  LGV i s  t h e  c a u s e  o f  a  r e l a t i v e l y  uncommon,  
w o r l d  w i d e  s y s t e m i c  d i s e a s e  w h i c h  i s  s e x u a l l y  t r a n s m i t t e d  ( 6 0 , 1 4 9 ) .
C. t r a c h o m a t i s  b i o v a r  mouse  p n e u m o n i t i s  i s  r e p r e s e n t e d  by a  s i n g l e  
s t r a i n  a s s o c i a t e d  w i t h  r e s p i r a t o r y  i n f e c t i o n s  o f  m ic e  ( 1 1 2 ) .
W h i l e  b i o v a r s  t r a c h o m a  an d  LGV e x h i b i t  a h i g h  d e g r e e  o f  DNA 
h o m o lo g y  as  d e t e r m i n e d  by DNA-DNA h y b r i d i z a t i o n ,  t h e i r  h o m o lo g y  w i t h  
t h e  mouse  p n e u m o n i t i s  b i o v a r  i s  f a r  b e l o w  t h e  60% h o m o lo g y  e x p e c t e d  f o r  
members  o f  t h e  same s p e c i e s  ( 1 1 1 , 1 9 2 ) .  T h i s  e v i d e n c e ,  t o g e t h e r  w i t h  
more  r e c e n t  a n t i g e n i c  an d  s t r u c t u r a l  a n a l y s i s  s u g g e s t  t h a t  t h e  mouse  
p n e u m o n i t i s  b i o v a r  i s  d i s t a n t l y  r e l a t e d  t o  t h e  o t h e r  two b i o v a r s ,  and 
p e r h a p s  s h o u l d  be  c l a s s i f i e d  a s  a s e p a r a t e  s p e c i e s  ( 3 4 , 1 0 8 , 1 1 2 ) .
The 2nd s p e c i e s  o f  t h e  g e n u s  C h l a m y d i a , C. p s i t t a c i , e x h i b i t s  a 
much w i d e r  r a n g e  o f  a n i m a l  h o s t s  and  p a t h o g e n i c  p o t e n t i a l s .  I t  c a n  
i n f e c t  a l a r g e  nu m b e r  o f  d o m e s t i c  and w i l d  mammals 
( 5 , 6 5 , 6 8 , 7 9 , 1 0 1 , 1 0 3 , 1 4 2 , 1 7 1 , 1 7 5 , 1 9 3 ) ,  a w id e  r a n g e  o f  b i r d  s p e c i e s  
( 4 0 , 6 2 , 6 3 , 8 1 , 1 2 6 , 1 3 5 , 1 4 0 ) ,  and man ( 9 , 6 4 , 8 2 , 1 3 2 , 1 5 2 , 1 8 7 ) .  I n  a d d i t i o n ,  
r e c e n t  r e p o r t s  h a v e  i m p l i c a t e d  t h i s  s p e c i e s  as  a c a u s e  o f  i n f e c t i o n  i n  
f r o g s  ( 7 7 ) ,  and p o s s i b l y  some i n v e r t e b r a t e  a n i m a l s  ( 1 1 1 , 1 2 8 , 1 5 7 ) .
C l i n i c a l l y  i n a p p a r e n t  p e r s i s t e n t  c h l a m y d i a l  i n f e c t i o n s  a p p e a r  t o  be 
t h e  r o l e  i n  t h e s e  a n i m a l  p o p u l a t i o n s .  H o w e v e r ,  d e p e n d i n g  on f a c t o r s  
s u c h  a s  v i r u l e n c e  o f  t h e  a g e n t ;  a g e ,  s e x ,  and  p h y s i o l o g i c a l  s t a t e  o f  t h e  
h o s t ;  e n v i r o m e n t a l  f a c t o r s  and s t r e s s ,  any  one o r  a c o m b i n a t i o n  o f  t h e  
f o l l o w i n g  s y n d r o m e s  may d e v e l o p :  p o l y a r t h r i t i s ,  g a s t r o e n t e r i t i s ,
c o n j u n c t i v i t i s , e n c e p h a l o m y e l i t i s ,  p n e u m o n i a ,  h e p a t i t i s ,  i n f e r t i l i t y  and 
a b o r t i o n  ( 5 7 , 7 7 , 1 3 0 , 1 7 1 , 1 7 5 ) .
No v i r u l e n c e  f a c t o r s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  f o r  d i f f e r e n t  s t r a i n s  o f  
C. p s i t t a c i ,  and  i n  s p i t e  o f  s e v e r a l  a t t e m p t s  t o  s u b d i v i d e  t h i s  h i g h l y  
h e t e r o g e n e o u s  g ro u p  o f  a g e n t s ,  o n l y  l i m i t e d  s u c c e s s  h a s  b e e n  o b t a i n e d .
B ased  on i n c l u s i o n  m o r p h o l o g y  and r e s p o n s e  t o  d i f f e r e n t  t r e a t m e n t s  
i n  c u l t u r e d  c e l l s ,  a t  l e a s t  8 b i o v a r s  o f  C. p s i t t a c i  c a n  be  i d e n t i f i e d  
( 1 6 2 ) .  H o w ev er ,  t h e  r e p r o d u c i b i l i t y  o f  t h i s  b i o t y p i n g  a s s a y ,  i n  
c o n t r a s t  t o  t h a t  o f  C. t r a c h o m a t i s ,  r e q u i r e s  c o n s i d e r a b l e  l a b o r a t o r y  
e x p e r i e n c e  and t h e  p r o c e s s  i s  v e r y  l a b o r i o u s .
I I . B .  INTERACTION OF CHLAMYDIA WITH CULTURED CELLS.
A l l  known s t r a i n s  o f  C h l a m v d i a  g row i n  t h e  y o l k  s a c  o f  d e v e l o p i n g  
c h i c k e n  e m b r y o s .  H ow ever ,  when c h i c k e n  e m b ry o s  a r e  u s e d  i t  i s  d i f f i c u l t  
t o  a n a l y z e  t h e  h o s t - p a r a s i t e  i n t e r a c t i o n s  a t  t h e  c e l l u l a r  l e v e l ,  and 
p u r i f i c a t i o n  o f  t h e  o r g a n i s m  i s  t e d i o u s  ( 6 0 , 1 0 7 , 1 8 0 ) .  F u r t h e r m o r e ,  i n  
i s o l a t i o n  a t t e m p t s  f r o m  c e r t a i n  c l i n i c a l  s p e c i m e n s  ( i . e .  f e c e s ,  
p l a c e n t a ,  e t c . )  t h e  o v e r g r o w t h  o f  common b a c t e r i a l  c o n t a m i n a n t s  i s  
d i f f i c u l t  t o  c o n t r o l  ( 7 2 ) .
I n  r e c e n t  y e a r s ,  t h e  i n  v i t r o  c o n d i t i o n s  f o r  t h e  c u l t i v a t i o n  o f  
c h l a m y d i a e  i n  c e l l  c u l t u r e s  h a v e  b e e n  s i g n i f i c a n t l y  i m p r o v e d .  W h i l e  
t h e  g r o w t h  o f  t r a c h o m a t i s  i n  v i v o  i s  u s u a l l y  r e s t r i c t e d  t o  a few 
human c e l l  t y p e s ,  s e v e r a l  c e l l  l i n e s  o f  b o t h  human and a n i m a l  o r i g i n
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h a v e  b e e n  f o u n d  u s e f u l  f o r  ini v i t r o  c u l t i v a t i o n  o f  t h e s e  a g e n t s  
( 6 0 , 1 3 1 ) .  F ro m  a l l  t h e  d i f f e r e n t  c e l l  l i n e s  t e s t e d ,  McCoy c e l l s  (mouse  
f i b r o b l a s t s )  a n d  a s u b l i n e  o f  HeLa c e l l s  (HeLa 2 2 9 ,  f r o m  human c e r v i x )  
w e re  f o u n d  t o  be t h e  m os t  u n i f o r m l y  s u s c e p t i b l e  ( 6 0 ) .  S i m i l a r l y ,  i n  t h e  
c a s e  o f  C. p s i t t a c i , s e v e r a l  m am mal ian  and a v i a n  c e l l  l i n e s  h a v e  b e e n  
e m p l o y e d  f o r  i n  v i t r o  i n v e s t i g a t i o n s  ( 1 7 1 ) ,  b u t  L - c e l l s  (mouse 
f i b r o b l a s t )  c l o n e s  929  a n d  5b a r e  u s e d  m os t  f r e q u e n t l y .
I n  g e n e r a l ,  s t r a i n s  o f  C. t r a c h o m a t i s  b i o v a r  LGV and  a v i a n  i s o l a t e s  
o f  C. p s i t t a c i  grow r e l a t i v e l y  w e l l  i n  c e l l  c u l t u r e s ,  b u t  s t r a i n s  o f  C. 
t r a c h o m a t i s  b i o v a r s  t r a c h o m a  and mouse p n e u m o n i t i s ,  and most  s t r a i n s  o f  
C. p s i t t a c i  o f  mammali an  o r i g i n  a d s o r b  i n e f f i c i e n t l y  t o  c u l t u r e d  c e l l s
( 9 1 , 1 5 2 , 1 6 2 ) .  T h e r e f o r e ,  t h e  s e a r c h  f o r  o p t i m a l  m e t h o d s  f o r  t h e  i n  
v i t r o  p r o p a g a t i o n  o f  t h e s e  f a s t i d i o u s  s t r a i n s  r e m a i n s  a c t i v e .
E n h a n c e d  c h l a m y d i a l  i n f e c t i v i t y  f o r  c u l t u r e d  c e l l s  ca n  be o b t a i n e d  
by a i d i n g  t h e  e a r l y  p h a s e s  o f  i n f e c t i o n ,  n a m e l y  a d s o r p t i o n  o f  t h e  EBs 
t o  t h e  h o s t - c e l l ' s  p l a s m a  membrane and t h e  e n s u i n g  e n d o c y t o c i s  o f  t h e  
a t t a c h e d  EB s;  an d  by  c r e a t i n g  a more  f a v o r a b l e  i n t r a c e l l u l a r  
e n v i r o n m e n t  f o r  t h e  p a r a s i t e ' s  m u l t i p l i c a t i o n .
The m o s t  e f f i c i e n t  m e th o d  f o r  e n h a n c i n g  t h e  i n f e c t i v i t y  o f  
c h l a m y d i a e  i s  c e n t r i f u g a t i o n  o f  t h e  i n o c u l u m  o n t o  c e l l  m o n o l a y e r s
( 1 , 9 1 , 1 6 3 ) .  The a c t u a l  m e c h a n i s m  by w h i c h  c e n t r i f u g a t i o n  w o rk s  i s  n o t  
know n.  Maximum i n f e c t i v i t y  i s  o b t a i n e d  u s i n g  c e n t r i f u g a l  f o r c e s  h i g h  
e n o u g h  t o  s e d i m e n t  c h l a m y d i a e  ( > 1 0 , 0 0 0  x g ) ,  b u t  c e n t r i f u g a l  f o r c e s  as  
low as  70  x g  c a n  a l s o  e n h a n c e  c h l a m y d i a l  i n f e c t i v i t y  s i g n i f i c a n t l y  
( 4 , 4 4 )  i n d i c a t i n g  t h a t  c e n t r i f u g a l  s e d i m e n t a t i o n  o f  c h l a m y d i a l  EBs o n t o  
c u l t u r e d  c e l l s  i s  n o t  e s s e n t i a l .  A l l a n  and P i e r c e  ( 1 , 4 )  h y p o t h e s i z e d
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t h a t  d u r i n g  c e n t r i f u g a t i o n  m o r p h o l o g i c a l  c h a n g e s  a r e  i n d u c e d ,  b o t h  i n  
t h e  membrane and i n  t h e  c v t o s k e l e t o n  o f  t h e  h o s t  c e l l ,  and m e d i a t e  t h e  
e x p o s u r e  o f  r e c e p t o r s ,  t h u s  p r o m o t i n g  c h l a m y d i a l  a d s o r p t i o n  an d  u p t a k e . .  
O n - t h e  o t h e r  h a n d  h o w e v e r ,  M o u l d e r  ( 1 1 4 )  s u g g e s t e d  t h a t  d u r i n g  
c e n t r i f u g a t i o n  t h e  f i r s t  p h a s e  o f  t h e  i n f e c t i o u s  p r o c e s s ,  a t t a c h m e n t ,  i s  
b y p a s s e d .  T h i s  c o n c e p t  was  d e r i v e d  f r o m  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  
p e r s i s t e n t l y  i n f e c t e d  c e l l  c u l t u r e s  on w h i c h  e x o g e n o u s l y  a d d e d  
c h l a m y d i a e  c a n n o t  a t t a c h  c a n  i n d e e d  be  s u p e r i n f e c t e d  w i t h  t h e  a i d  o f  
c e n t r i f u g a t i o n .
Many o t h e r  p r o c e d u r e s  h a v e  a l s o  b e e n  u s e d  t o  e n h a n c e  t h e  e n t r y  and 
m u l t i p l i c a t i o n  o f  c h l a m y d i a e  i n  c e l l  c u l t u r e s  ( 4 4 , 8 8 , 1 3 4 , 1 5  0 , 1 6 2 , 1 8 3 ) ;  
t h e  u s e  o f  D E A E - d e x t r a n  and c y c l o h e x i m i d e  b e i n g  t h e  most  u s e f u l  and 
b e s t  c h a r a c t e r i z e d  p r o c e d u r e s .
D E A E - d e x t r a n  i s  a  p o l y c a t i o n  w h i c h  ca n  be  u s e d  t o  n e u t r a l i z e  
n e g a t i v e  c h a r g e s  on  t h e  h o s t - c e l l ' s  s u r f a c e  t o  e n h a n c e  t h e  i n f e c t i v i t y  
o f  c h l a m y d i a l  s t r a i n s  o f  t h e  b i o v a r  t r a c h o m a  ( 8 7 , 9 1 )  and many s t r a i n s  
o f  C. p s i t t a c i  o f  mam m al ian  o r i g i n  ( 1 6 2 ) .  I t  h a s  no e f f e c t  on t h e  
i n f e c t i v i t y  o f  LGV s t r a i n s  o r  s t r a i n s  o f  C. p s i t t a c i  o f  a v i a n  o r i g i n .  
T h i s  k i n d  o f  t r e a t m e n t  i s  o f t e n  u s e d  when t h e  more  cum ber som e  
c e n t r i f u g a t i o n  p r o c e d u r e s  a r e  t o  be a v o i d e d  ( 8 9 ) .
C y c l o h e x i m i d e  i s  a g l u t a r i m i d e  a n t i b i o t i c  w h ic h  i n h i b i t s  p r o t e i n  
s y n t h e s i s  i n  e u c a r y o t i c  c e l l s  b u t  d o e s  n o t  a f f e c t  t h e  m e t a b o l i s m  o f  
p r o k a r y o t i c  o r g a n i s m s  ( 5 1 ) .  The a d d i t i o n  o f  c y c l o h e x i m i d e  i n  t h e  
g r o w t h  medium o f  c e l l  c u l t u r e s  i n f e c t e d  w i t h  c h l a m y d i a e  c o n s i s t e n t l y  
e n h a n c e s  i n c l u s i o n  f o r m a t i o n  by b o t h  c h l a m y d i a l  s p e c i e s
( 6 9 , 4 4 , 1 3 4 , 1 6 3 ) .  I t  i s  b e l i e v e d  t h a t  c y c l o h e x i m i d e  e n h a n c e s  
i n f e c t i v i t y  by i n c r e a s i n g  t h e  s o l u b l e  p o o l  o f  am ino  a c i d s  i n  t h e
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h o s t - c e l l ' s  c y t o p l a s m  an d  by r e d u c i n g  c e l l u l a r  c o m p e t i t i o n  f o r  some 
m e t a b o l i t e s ,  p a r t i c u l a r l y  amino a c i d s ,  t h u s  i n c r e a s i n g  t h e i r  
a v a i l a b i l i t y  f o r  c h l a m y d i a l  m u l t i p l i c a t i o n  ( 3 , 6 9 ) .  The u s e  o f  
c y c l o h e x i m i d e  c a n  b e  c o m b i n e d  w i t h  c e n t r i f u g a t i o n  o r  w i t h  D E A E - d e x t r a n  
t r e a t m e n t s  t o  f u r t h e r  i n c r e a s e  t h e  r a t e s  o f  c h l a m y d i a l  m u l t i p l i c a t i o n  
( 4 2 , 1 3 4 , 1 7 2 ) .
I I . C .  CHLAMYDIAL ANTIGENS
C h l a m y d i a l  a g e n t s  a r e  a n t i g e n i c a l l y  c o m p le x  o r g a n i s m s .  T h e i r  
genome o f  3 . 6  t o  6 . 6  x 10® D a l t o n s  i s  r e l a t i v e l y  s m a l l  c o m p a r e d  t o  
m o s t  p r o c a r y o t e s .  N e v e r t h e l e s s ,  i f  t h e  e n t i r e  g e n o m ic  DNA w e r e  
g e n e t i c ,  t h e y  h a v e  t h e  c a p a c i t y  t o  c o d e  t h e o r e t i c a l l y  f o r  4 t o  8 x 
1 02 p r o t e i n s  o f  an  a v e r a g e  m o l e u c l a r  w e i g h t  o f  4 0  Kd e a c h ,  a l l  o f  
w h i c h  may be  p o t e n t i a l  a n t i g e n s  ( 1 1 2 ) .  I n  s p i t e  o f  t h i s  c o m p l e x i t y ,  
t h e  f o l l o w i n g  t a x o n o m i c a l l y  i m p o r t a n t  a n t i g e n s  h a v e  b e e n  c h a r a c t e r i z e d  
i n  d e t a i l .
I I . C . l .  G e n u s - s p e c i f i c  A n t i g e n s .
A l l  mem ber s  o f  t h e  g e n u s  C h l a m y d i a  s h a r e  a  common h e a t  s t a b l e  
g l y c o l i p i d  a n t i g e n  w i t h  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  7 Kd t h a t  i s  a s s o c i a t e d  
w i t h  t h e  o u t e r  membrane o f  t h e i r  c e l l  w a l l  and  i s  p r e s e n t  t h r o u g h o u t  
t h e  d e v e l o p m e n t a l  c y c l e  ( 4 5 , 4 6 , 9 0 , 1 1 2 , 1 2 1 , 1 4 7 , 1 8 8 ) .  The a n t i g e n  ca n  be 
e x t r a c t e d  f r o m  c h l a m y d i a l  EBs by t r e a t m e n t  w i t h  s o d i u m  d o d e c y l  s u l f a t e ,  
s o d i u m  d e o x y c h o l a t e , a c i d  an d  a l k a l i ,  an d  a f t e r  b o i l i n g ,  w i t h  e t h e r ,  
c h l o r o f o r m  o r  p h e n o l .
The s t r u c t u r e  and  b i o l o g i c a l  a c t i v i t i e s  o f  t h i s  g l y c o l i p i d  a n t i g e n  
s t r o n g l y  r e s e m b l e  t h o s e  o f  t h e  i n n e r  c o r e  o f  e n t e r o b a c t e r i a l  
l i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S ) . I t  i s  a c t i v e  i n  t h e  L i m u l u s  a m o e b o c y t e  
l y s a t e  a s s a y  an d  i n  t h e  r a b b i t  p y r o g e n  t e s t ,  b o t h  o f  w h i c h  a r e  t e s t s
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f o r  t h e  l i p i d  A p o r t i o n  o f  LPS ( 1 2 1 ) .  F u r t h e r m o r e ,  i t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  
t o  c r o s s  r e a c t  w i t h  t h e  LPS o f  some s t r a i n s  o f  A c i n e t o b a c t e r  
c a l c o a c e t i c u s  ( v a r .  a n t  i t r a t u s ) an d  w i t h  S a l m o n e l l a  sp o f  t h e  r o u g h  Re 
c h e m o t y p e  ( 1 7 , 1 8 , 1 2 1 ) .
R e c e n t  c h e m i c a l  and  a n t i g e n i c  a n a l y s i s  o f  t h e  c h l a m y d i a l  g l y c o l i p i d  
a n t i g e n  u s i n g  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  h a v e  r e v e a l e d  t h e  p r e s e n c e  o f  
t y p i c a l  LPS c o n s t i t u e n t s  ( i . e .  D - g l u c o s a m i n e , l o n g  c h a i n  h y d r o x y  f a t t y  
a c i d s ,  2 - k e t o - 3 -  d e o x y o c t o n i c  a c i d  (KDO), and  p h o s p h a t e ) ,  and t h e  
p r e s e n c e  o f  2 i m m u n o l o g i c a l l y  a c t i v e  d o m a i n s  ( e p i t o p e s ) ,  one o f  w h ic h  
c r o s s  r e a c t s  w i t h  t h e  LPS o f  t h e  a f o r e m e n t i o n e d  Gram n e g a t i v e  b a c t e r i a  
an d  on e w h i c h  i s  u n i q u e  t o  t h e  g e n u s  C h l a m y d i a  ( 1 9 , 3 0 , 1 2 1 , 1 2 3 , 1 2 4 ) .  I n  
a d d i t i o n ,  i t  was shown t h a t  t h e  c h l a m y d i a l  a n t i g e n  e x h i b i t s  a t h i r d  
a n t i g e n i c  c o m p o n e n t  w h i c h  c r o s s  r e a c t s  w i t h  f r e e  e n t e r o b a c t e r i a l  l i p i d  
A. H o w e v e r ,  a s  i n  e n t e r o b a c t e r i a l  LPS, t h e  l i p i d  A a n t i g e n i c i t y  o f  
C h l a m y d i a  i s  c r y p t i c  and  i s  o n l y  e x p o s e d  a f t e r  a c i d  h y d r o l y s i s .
B a s e d  on  t h a t  e v i d e n c e ,  Nurm inen  e t  a l .  ( 1 2 3 )  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  
c h l a m y d i a l  g l y c o l i p i d  a n t i g e n  i s  an LPS made up o f  a l i p i d  A s t r u c t u r e  
s i m i l a r  t o  t h a t  o f  e n t e r o b a c t e r i a l  LPS. I t  i s  t h o u g h t  t o  p o s s e s s  3 KDO 
r e s i d u e s  i n  c o n t r a s t  t o  o n l y  2 KDO r e s i d u e s  r e s i d u e s  i n  Re m u t a n t s  o f  
S a l m o n e l l a  s p p .
The b i o l o g i c a l  f u n c t i o n  o f  t h e  c h l a m y d i a l  LPS r e m a i n s  t o  be 
d e t e r m i n e d ,  b u t  t h e  c o n s e r v e d  n a t u r e  o f  t h e  c h l a m y d i a - s p e c i f i c  
L P S - e p i t o p e  i n  an  o t h e r w i s e  a n t i g e n i c a l l y  d i v e r s e  g en u s  s u g g e s t s  t h a t  
t h i s  e p i t o p e  may p l a y  a n  e s s e n t i a l  r o l e  f o r  t h e  p a r a s i t e ' s  
i n t r a c e l l u l a r  e x i s t e n c e  and t h a t  i t  may be i m p o r t a n t  f r o m  t h e  p o i n t  o f  
v i e w  o f  t h e  m o l e c u l a r  m e c h a n i s m  o f  p a t h o g e n e s i s  o f  t h e  g e n u s  C h l a m y d i a  
( 1 0 8 , 1 1 7 )  .
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An a d d i t i o n a l  u n c h a r a c t e r i z e d  h e a t - l a b i l e ,  g e n u s - s p e c i f i c  c h l a m y d i a l  
a n t i g e n  h a s  b e e n  r e p o r t e d  ( s e e  b e l o w )  ( 3 3 ) .
I I . C .2  S p e c i e s - s p e c i f i c  A n t i g e n s .
I n  a d d i t i o n  t o  t h e  g e n u s - s p e c i f i c  a n t i g e n s ,  c h l a m y d i a e  a l s o  h a v e  
s p e c i e s -  s p e c i f i c  a n t i g e n s .  T h e s e  a r e  a n t i g e n s  s h a r e d  i n  common by a l l  
members  o f  a c h l a m y d i a l  s p e c i e s .
C a l d w e l l  e t  a l .  ( 3 3 , 3 4 )  a p p l i e d  c r o s s e d  i m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s  t o  
t r i t o n  X - 1 0 0  c h l a m y d i a l  e x t r a c t s ,  and  w e r e  a b l e  t o  r e s o l v e  19 an d  16 
d i f f e r e n t  a n t i g e n s  f r o m  C. t r a c h o m a t i s  ( s t r a i n  LGV-434) and C. p s i t t a c i  
( s t r a i n  m e n i n g o p e n u m o n i t i s ) r e s p e c t i v e l y .  T h e s e  a n t i g e n s  w e re  
s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  i n  t h e  two c h l a m y d i a l  s p e c i e s  s i n c e  o n l y  one 
r e c i p r o c a l  c r o s s  r e a c t i n g  c o m p o n e n t  was  o b s e r v e d ,  and  a p p e a r e d  t o  be t h e  
2nd g e n u s - s p e c i f i c  a n t i g e n  m e n t i o n e d  a b o v e .  H o w e v e r ,  s i n c e  t h e  18 
a n t i g e n s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  LGV s t r a i n  c r o s s  r e a c t e d  e x t e n s i v e l y  w i t h  
a n t i s e r u m  a g a i n s t  a s t r a i n  o f  C. t r a c h o m a t i s  b i o v a r  t r a c h o m a ,  t h e s e  
a n t i g e n s  w e r e  a s s u m e d  t o  b e  s p e c i e s - s p e c i f i c .  The a p p a r e n t  p r o t e i n  
n a t u r e  an d  t h e  d e p e n d a n c e  on n o n - i o n i c  d e t e r g e n t s  f o r  m a i n t a i n i n g  
s o l u b i l i t y  s u g g e s t s  t h a t  t h e s e  a n t i g e n s  a r e  p r e d o m i n a n t l y  membrane 
a n t i g e n s  ( 1 4 7 ) .
L a t e r  s t u d i e s  showed t h a t  one o f  t h e  18 C. t r a c h o m a t i s  a n t i g e n s  was 
c o n s i s t e n t l y  p r e c i p i t a t e d  by s e r a  o f  p a t i e n t s  s u f f e r i n g  f r o m  a v a r i e t y  
o f  p r o v e n  C. t r a c h o m a t i s  i n f e c t i o n s  ( 3 2 ) .  T h i s  immuno do minan t  C. 
t r a c h o m a t i s - s p e c i f i c  a n t i g e n  was p u r i f i e d  and was i d e n t i f i e d  as  a 
h e a t - s e n s i t i v e  p r o t e i n  w i t h  a s u b u n i t  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  155 Kd.
R e c e n t  f i n d i n g s  u s i n g  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  s u g g e s t  t h a t  t h i s  a n t i g e n  
may n o t  be  a m o n o m er i c  p r o t e i n ,  b u t  a t e t r a m e r i c  a g r e g a t e  o f  t h e  4 0  Kd 
c h l a m y d i a l  m a j o r  o u t e r  membrane p r o t e i n  ( 1 6 5 )  ( s e e  b e l o w ) .
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1 1 . C . 3 .  S e r o t y p e - s p e c i f i c  A n t i g e n s .
S e r o t y p e - s p e c i f i c  a n t i g e n s  a r e  s h a r e d  o n l y  by  c l o s e l y  r e l a t e d  
s t r a i n s  o f  t h e  same c h l a m y d i a l  s p e c i e s .  T h e s e  a n t i g e n s  a r e  u s u a l l y  
d e t e c t e d  by  m i c r o i m m u n o f l u o r e s c e n c e , and  t h i s  t e s t  h a s  become t h e  
s t a n d a r d  s e r o t y p i n g  p r o c e d u r e  f o r  C. t r a c h o m a t i s , a l l o w i n g  t h e  
d i f f e r e n t i a t i o n  o f  15 s e r o t y p e s  ( 6 0 , 1 4 7 , 1 9 1 ) .  I n  t h i s  s y s t e m ,  unknown 
s t r a i n s  a r e  t y p e d  by  t e s t i n g  a n t i s e r u m  p r e p a r e d  by i n t r a v e n o u s  
i m m u n i z a t i o n  o f  m i c e  a g a i n s t  p r o t o t y p e  a n t i g e n s  i n  an  i n d i r e c t  
i m m u n o f l u o r e s c e n c e  t e s t .
S e r o t y p e s  b e l o n g i n g  t o  t h e  t r a c h o m a  b i o v a r  a r e  d e s i g n a t e d  by t h e  
l e t t e r s  A t h r o u g h  K p l u s  Ba.  T h e s e  s e r o t y p e s  t e n d  t o  c l u s t e r  a c c o r d i n g  
t o  g e o g r a p h i c a l  d i s t r i b u t i o n  and  p a t h o g e n i c  p o t e n t i a l  ( 6 0 ) .  T h u s ,  
o c u l a r  i s o l a t e s  f r o m  t r a c h o m a - e n d e m i c  a r e a s  a r e  m a i n l y  A t h r o u g h  C, 
w h i l e  o c c u l a r  and g e n i t a l  non-LGV i s o l a t e s  f r o m  n o n - t r a c h o m a  a r e a s  a r e  
m a i n l y  D t h r o u g h  G. LGV s e r o t y p e s  a r e  d e s i g n a t e d  a s  L I ,  L2 a n d  L3.
The t y p e - s p e c i f i c  a n t i g e n s  f o r m  a c o n t i n u o u s  s p e c t r u m  o f  c r o s s  
r e a c t i v i t i e s  a c r o s s  b o t h  t h e  t r a c h o m a  a n d  LGV b i o v a r s ,  b u t  t h e  h i g h e s t  
t i t e r s  a r e  o b t a i n e d  w i t h  h o m o l o g o u s  a n t i g e n s ,  and  t h e  p a t t e r n  o f  
h e t e r o l o g o u s  c r o s s  r e a c t i o n s  i s  d e f i n i t i v e  f o r  e a c h  s e r o t y p e  ( 6 0 , 1 9 1 ) .  
The s p e c i f i c  i m m u n o l o g i c a l  a c t i v i t i e s  r e s i d e  m a i n l y ,  b u t  n o t  
e x c l u s i v e l y ,  i n  t h e  e x p o s e d  s u r f a c e s  o f  t h e  m a j o r  o u t e r  membrane 
p r o t e i n  (MOMP) o f  t h e  c h l a m y d i a l  e n v e l o p e  ( 3 7 ) .
A n t i g e n i c  a n d  s t r u c t u r a l  a n a l y s i s  by p e p t i d e  m a p p i n g  o f  p u r i f i e d  
MOMPs f r o m  one s t r a i n  o f  C. p s i t t a c i  and f i v e  s t r a i n s  o f  C. t r a c h o m a t i s  
showed t h a t  t h e  MOMPs o f  t h e  two c h l a m y d i a l  s p e c i e s  a r e  a n t i g e n i c a l l y  
d i f f e r e n t  ( 3 1 , 3 7 ) .  F u r t h e r m o r e ,  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  t o g e t h e r  w i t h  
p o l y c l o n a l  s e r a  e l i c i t e d  by s o d i u m  d o d e c y l  s u l f a t e - d e n a t u r e d  MOMPs
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i d e n t i f i e d  s p e c i e s - ,  s u b s p e c i e s - ,  an d  s e r o t y p e - s p e c i f i c  e p i t o p e s ,  
i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  c h l a m y d i a l  MOMPs a r e  c o m p l e x  a n t i g e n s  w h i c h  p o s s e s s  
c o n s t a n t  and v a r i a b l e  r e g i o n s  ( 3 7 , 4 1 , 1 6 5 ) .
A d d i t i o n a l  s e r o t y p e - s p e c i f i c  membrane p r o t e i n s  w i t h  a MW o f  30  Kd 
h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  f o r  s e r o t y p e s  A, B and  C o f  C. t r a c h o m a t  i s  ( 7 5 ) .
The b i o l o g i c a l  f u n c t i o n  o f  t h e  t y p e - s p e c i f i c  s u r f a c e  a n t i g e n s  
d e s c r i b e d  i s  u n know n,  b u t  t h e y  see m t o  r e p r e s e n t  v i r u l e n c e  f a c t o r s  t h a t  
a r e  f u n c t i o n a l  i n  t h e  e a r l y  e v e n t s  o f  t h e  i n f e c t i o u s  p r o c e s s .  They 
a p p e a r  t o  m o d u l a t e  t h e  c r i t i c a l  e v e n t s  o f  a t t a c h m e n t ,  p a r a s i t e - i n d u c e d  
e n d o c y t o s i s ,  i n h i b i t i o n  o f  p h a g o l y s o s o m a l  f u s i o n ,  t o x i c i t y ,  and t h e  
h o s t  immune r e s p o n s e s  t h a t  c o n t r i b u t e  t o  i m m u n i ty  and  p a t h o g e n i c i t y  
( 3 6 , 6 6 , 1 1 6 , 1 4 7 , 1 6 4 ) .
C o r r e s p o n d i n g  a n t i g e n i c  and s t r u c t u r a l  a n a l y s i s  o f  d i f f e r e n t  
s t r a i n s  o f  C. p s i t t a c i  h a v e  n o t  b e e n  d o n e ,  b u t  i t  i s  l i k e l y  t h a t  t h e i r  
o u t e r  membrane p r o t e i n s  a r e  j u s t  a s  a n t i g e n i c a l l y  h e t e r o g e n e o u s  as  
t h o s e  o f  C. t r a c h o m a t i s .
I n  t h e  c a s e  o f  C. p s i t t a c i  i s o l a t e s  f r o m  c a t t l e  and s h e e p ,  t h e  
p l a q u e  r e d u c t i o n  t e s t  p r o v i d e d  e v i d e n c e  t h a t  s p e c i f i c  a n t i g e n s  m i g h t  be  
d i s e a s e - s p e c i f i c  v i r u l e n c e  f a c t o r s  ( 1 4 5 , 1 4 6 ) .  W i th  t h i s  s y s t e m ,  
d i f f e r e n t  s t r a i n s  w e r e  s u b d i v i d e d  i n t o  two b r o a d  i m m u n o t y p e s .
Im m uno type  1 i n c l u d e d  s t r a i n s  a s s o c i a t e d  w i t h  a b o r t i o n s ,  e n t e r i t i s  and 
s u b c l i n i c a l  i n t e s t i n a l  i n f e c t i o n s .  Im m uno type  2 was r e p r e s e n t e d  by 
s t r a i n s  a s s o c i a t e d  w i t h  c o n j u n c t i v i t i s ,  p o l y a r t h r i t i s ,  and s p o r a d i c  
e n c e p h a l o m y e l i t  i s .
B e c a u s e  t h e  r e a c t i o n  o f  a l l  t h e  s t r a i n s  w i t h i n  e a c h  immunotype  was 
n o t  i d e n t i c a l ,  a p o s t u l a t e  f o r  f u r t h e r  s u b t y p e s  i s  j u s t i f i e d .  A l s o ,  
a n t i s e r a  a g a i n s t  t h e s e  s t r a i n s  d i d  n o t  n e u t r a l i z e  t h e  i n f e c t i v i t y  o f
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s e v e r a l  s t r a i n s  o f  C. p s i t t a c i  o f  a v i a n  o r i g i n .
I I . D .  EPIZOOTIOLOGICAL ASPECTS OF CHLAMYDIAL INFECTIONS OF DOMESTIC 
MAjMMALS.
B e c a u s e  c h l a m y d i a e  c a n  p r o p a g a t e  o n l y  w i t h i n  l i v i n g  e u k a r y o t i c  
c e l l s ,  t h e i r  h a b i t a t s  a r e  n e c e s s a r i l y  t h e  t i s s u e s  o f  s u s c e p t i b l e  a n i m a l  
h o s t s .  I n  t h e  c a s e  o f  r u m i n a n t s ,  t h e  i n t e s t i n a l  t r a c t  a p p e a r s  t o  b e  a 
n a t u r a l  h a b i t a t  f o r  some o f  t h e s e  a g e n t s  ( 1 2 9 , 1 6 9 ) .  P e r s i s t e n t  
i n t e s t i n a l  c h l a m y d i a l  i n f e c t i o n s  i n  w h i c h  a w e l l  b a l a n c e d  h o s t - p a r a s i t e  
r e l a t i o n s h i p  e x i s t  a r e  common i n  c a t t l e  an d  s h e e p .  F e c a l  s h e d d i n g  by 
c a r r i e r  a n i m a l s  f o l l o w e d  by i n h a l a t i o n  o r  i n g e s t i o n  o f  i n f e c t i v e  
p a r t i c l e s  by  a new h o s t  r e p r e s e n t  an  i m p o r t a n t  mode o f  t r a n s m i s s i o n  
and p e r p e t u a t i o n  o f  c h l a m y d i a e  i n  t h e s e  a n i m a l  s p e c i e s .  The c h l a m y d i a l  
s t r a i n s  i n v o l v e d  i n  i n a p p a r e n t  i n t e s t i n a l  i n f e c t i o n s  b e l o n g  t o  t h e  
im muno type  1 .  C o n s e q u e n t l y ,  t h e s e  i n f e c t i o n s  a l s o  p l a y  an i m p o r t a n t  
r o l e  i n  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  r u m i n a n t  p n e u m o n i a  and a b o r t i o n  u n d e r  
c o n d i t i o n s  w h e r e  t h e  h o s t - p a r a s i t e  b a l a n c e  s h i f t s  i n  f a v o r  o f  t h e  
o r g a n i s m  ( 1 7 5 ) .  H o w e v e r ,  d i f f e r e n t  c h l a m y d i a l  s t r a i n s  e x h i b i t  d i f f e r e n t  
d e g r e e s  o f  v i r u l e n c e  f o r  t h e  same h o s t .  C h l a m y d i a  p s i t t a c i  o f  
i m m uno type  2 a r e  more  v i r u l e n t  an d  i n v a s i v e  t h a n  im m u n o ty p e  1. I t  i s  
n o t  known w h e t h e r  i n t e s t i n a l  o r  o t h e r  t y p e s  o f  s u b c l i n i c a l  i n f e c t i o n s  
e x i s t  w i t h  a l l  c h l a m y d i a l  s t r a i n s  o f  c a t t l e  an d  s h e e p .  T h i s  t y p e  o f  
q u e s t i o n  c a n n o t  be  a n s w e r e d  w i t h  t h e  s e r o e p i d e m i o l o g i c a l  m e t h o d s  
c u r r e n t l y  a v a i l a b l e  f o r  s t u d y i n g  C. p s i t t a c i  i n f e c t i o n s .  The m o s t  
commonly u s e d  s e r o l o g i c a l  t e s t  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  c h l a m y d i a l  
i n f e c t i o n s  o f  a n i m a l s  i s  t h e  co m p lem en t  f i x a t i o n  (CF) t e s t  w h i c h  l a c k s  
t h e  s e n s i t i v i t y  n e c e s s a r y  t o  d e t e c t  many a p p a r e n t l y  h e a l t h y  c a r r i e r s  and 
d o e s  n o t  h a v e  t h e  s p e c i f i c i t y  r e q u i r e d  t o  d i s t i n g u i s h  i n f e c t i o n s
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c a u s e d  by  d i f f e r e n t  im m u n o ty p es  o f  c h l a m y d i a e  ( 1 7 5 ) .  T h e r e f o r e ,  t h e  
r e s e r v i o r  and  mode o f  p e r p e t u a t i o n  o f  some n a t u r a l l y  o c c u r r i n g  b o v i n e  
a n d  o v i n e  c h l a m y d i a l  i n f e c t i o n s  r e m a i n  u n c e r t a i n .  In  t h e  c a s e  o f  o t h e r  
a n i m a l  s p e c i e s ,  p e r s i s t e n t  c h l a m y d i a l  i n f e c t i o n s  o c c u r  n o t  o n l y  i n  t h e  
i n t e s t i n a l  t r a c t  b u t  a l s o  i n  t h e  s t o m a c h ,  l u n g s ,  an d  u t e r u s  and i n  c e l l s  
o f  t h e  r e t i c u l o e n d o t h e l i a l  s y s t e m  ( 1 7 1 ) .  I t  was p r o p o s e d  t h a t  a t r u e  
s t a t e  o f  l a t e n c y  e x i s t s  i n  some o f  t h e s e  c a s e s .
C. p s i t t a c i  h a s  r e l a t i v e l y  l i t t l e  h o s t  s p e c i f i c i t y  and i n t e r s p e c i e s  
t r a n s m i s s i o n  c a n  o c c u r .  C h l a m y d i a l  i n f e c t i o n s  o f  f e r a l  a n i m a l s  
i n c l u d i n g  s e v e r a l  r o d e n t  s p e c i e s ,  o p p o s s u m s ,  k o a l a s ,  s e a l s ,  and b i r d s  
a r e  n o t  uncommon ( 1 2 8 , 1 7 1 , 1 7 5 ) .  The c h l a m y d i a e  f o u n d  i n  c a t t l e  and 
s h e e p  a r e  a n t i g e n i c a l l y  d i f f e r e n t  f r o m  s e v e r a l  s t r a i n s  o f  a v i a n  o r i g i n  
( 1 4 5 , 1 4 6 ) .  F o r  t h i s  r e a s o n ,  i t  i s  u n l i k e l y  t h a t  b i r d s  p l a y  an  i m p o r t a n t  
r o l e  i n  t h e  t r a n s m i s s i o n  o f  c h l a m y d i a l  i n f e c t i o n s  i n  r u m i n a n t s .
H o w e v e r ,  t h e  s i g n i f i c a n c e  o f  t h e  c h l a m y d i a l  i n f e c t i o n s  fo u n d  i n  t h e  
o t h e r  w i l d  s p e c i e s  m e n t i o n e d  a b o v e  and i n  o t h e r  b i r d  s p e c i e s  i n  r e l a t i o n  
t o  t h e  e p i d e m i o l o g y  o f  r u m i n a n t  c h l a m y d i o s i s  h a s  n o t  b e e n  f u l l y  
i n v e s t i g a t e d .
T he  p o s s i b i l i t y  o f  v e c t o r  t r a n s m i s s i o n  h a s  b e e n  p r o p o s e d ,  and 
c h l a m y d i a e  h a v e  b e e n  i s o l a t e d  f r o m  t i c k s ,  i n s e c t s  and  a r a c h n i d s  
a s s o c i a t e d  w i t h  c a t t l e  and p o u l t r y  ( 1 2 8 ) .  A g a i n ,  t h e  r o l e  o f  t h e s e  
v e c t o r s ,  p a r t i c u l a r l y  t h e  t i c k ,  and  t h e  s i g n i f i c a n c e  o f  t h e s e  
i s o l a t i o n s  n e e d s  t o  b e  i n v e s t i g a t e d  f u r t h e r .
C h l a m y d i a - i n d u c e d  d i s e a s e s  i n  man an d  a n i m a l s  a r e  c h a r a c t e r i z e d  
e i t h e r  by  l o c a l  m u co u s -m em b ra n e  i n f e c t i o n s ,  o r  by a p a t h o g e n e s i s  
i n v o l v i n g  c h l a m y d e m i a  an d  e n s u i n g  s y s t e m i c  i n f e c t i o n .  Once t h e
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c l i n i c a l  s i g n s  d e v e l o p ,  t r a n s m i s s i o n  c a n  o c c u r  t h r o u g h  c o n t a m i n a t e d  
a e r o s o l s ,  u r i n e ,  o c c u l a r  d i s c h a r g e s ,  v a g i n a l  s e c r e t i o n s ,  and s e m i n a l  
f l u i d s ,  d e p e n d i n g  on  t h e  p a r t i c u l a r  sy n d ro m e  p r e s e n t .  T r a n s m i s s i o n  
t h r o u g h  c o n t a m i n a t e d  semen u s e d  i n  a r t i f i c i a l  i n s e m i n a t i o n  h a s  a l s o  b e e n  
d e m o n s t r a t e d  ( 1 7 5 ) .
F ro m  a p u b l i c  h e a l t h  p o i n t  o f  v i e w ,  mam mal ian  s t r a i n s  o f  C. 
p s i t t a c i  i n  g e n e r a l  do n o t  seem t o  p l a y  a s i g n i f i c a n t  r o l e  i n  p r o d u c i n g  
human d i s e a s e .  N e v e r t h e l e s s ,  a few w e l l  d o c u m e n t e d  c a s e s  o f  human 
i n f e c t i o n  a c q u i r e d  by  c o n t a c t  w i t h  i n f e c t e d  c a t t l e  o r  s h e e p  a r e  known 
and  l a b o r a t o r y  w o r k e r s  h a v e  b e e n  a c c i d e n t a l l y  i n f e c t e d  d u r i n g  t h e  
c o u r s e  o f  e x p e r i m e n t a l  i n v e s t i g a t i o n s  ( 9 , 8 2 , 1 8 7 ) .  T h e s e  i n f e c t i o n s  may 
be  c o n s i d e r e d  an  o c c u p a t i o n a l  h a z a r d .
1 I . E . DIAGNOSIS OF ANIMAL CHLAMYDIAL INFECTIONS.
The p r i n c i p l e s  o f  d i a g n o s i n g  c h l a m y d i a l  i n f e c t i o n s  a r e  common t o  
o t h e r  m i c r o b i a l  i n f e c t i o n s .  Only  a p r e s u m p t i v e  d i a g n o s i s  may be made on 
t h e  b a s i s  o f  c l i n i c a l  s i g n s .  A d e f i n i t e  d i a g n o s i s  must  i n v o l v e  t h e  
d i r e c t  v i s u a l i z a t i o n  o f  t h e  a g e n t  i n  t h e  i n f e c t e d  t i s s u e s ,  a 
d e m o n s t r a t i o n  o f  a  s i g n i f i c a n t  r i s e  o f  a n t i b o d y  t i t e r s  t o  c h l a m y d i a l  
a n t i g e n s ,  o r  t h e  i s o l a t i o n  and i d e n t i f i c a t i o n  o f  c h l a m y d i a e  f r om  
d i s c h a r g e s ,  b l o o d ,  f e c e s  o r  p o s t m o r t e m  t i s s u e s  o f  a f f e c t e d  a n i m a l s .
I I . D . l .  D i r e c t  E x a m i n a t i o n  o f  T i s s u e s
The d e m o n s t r a t i o n  o f  e i t h e r  c h l a m y d i a l  i n c l u s i o n s  i n  G iem sa  s t a i n e d  
e x f o l i a t i v e  c y t o l o g i c a l  p r e p a r a t i o n s  o r  c o n g l o m e r a t e s  o f  e l e m e n t a r y  
b o d i e s  i n  Gimenez ( 5 9 )  s t a i n e d  s m e a r s  p r e p a r e d  f ro m  i n f e c t e d  t i s s u e s  
a r e  u s e f u l  i n  t h e  d i a g n o s i s  o f  c h l a m y d i a l  k e r a t o c o n j u n c t i v i t i s ,  
p o l y a r t h r i t i s - s e r o s i t i s , an d  p l a c e n t a l  i n f e c t i o n s  a s s o c i a t e d  w i t h
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a b o r t i o n .  G iem sa  s t a i n e d  c h l a m y d i a l  i n c l u s i o n s  on i n f e c t e d  c e l l s  a r e  
b a s o p h i l i c  and a p p e a r  a s  p u r p l e - b l u e ,  w h i l e  e x t r a c e l l u l a r  e l e m e n t a r y  
b o d i e s  s t a i n  r e d  w i t h  t h e  m e th o d  o f  G im e n e z .  P o s i t i v e  r e s u l t s  o b t a i n e d  
by t h e s e  p r o c e d u r e s  a l l o w  f o r  a r a p i d  d i a g n o s i s ,  b u t  i t  mus t  be  k e p t  i n  
mind  t h a t  t h e i r  s e n s i t i v i t y  i s  low an d  f a i l u r e  t o  d e m o n s t r a t e  t h e  a g e n t  
by t h e s e  means  d o e s  n o t  n e c e s s a r i l y  r u l e  o u t  a c h l a m v d i a l  i n f e c t i o n .
The u s e f u l n e s s  o f  t h e  G iem sa  a n d  Gimenez s t a i n s  i n  s e c t i o n s  o f  
f o r m a l i n - f i x e d  p a r a f f i n - e m b e d d e d  t i s s u e s  i s  l i m i t e d .  S l i g h t l y  b e t t e r  
r e s u l t s  c a n  be  o b t a i n e d  by  s t a i n i n g  t h i n  s e c t i o n s  ( 2 - 4  um) o f  t i s s u e s  
p r e s e r v e d  i n  B o n i n ' s  f i x a t i v e  and  emb edde d  i n  p l a s t i c  r a t h e r  t h a n  in  
p a r a f f i n  ( 1 7 1 ) .
F l u o r e s c e n t  a n t i b o d y  t e c h n i q u e s  w i t h  c h l a m y d i a l  h y p e r im m u n e  s e r u m  
h a v e  b e e n  s u c c e s s f u l l y  e m p l o y e d  f o r  d e t e c t i n g  c h l a m y d i a l  i n c l u s i o n s  i n  
i n t e s t i n a l  s e c t i o n s  o f  e x p e r i m e n t a l l y  i n f e c t e d  c a l v e s  ( 5 2 ) .  H ow ever ,  
t h e s e  t e c h n i q u e s  h a v e  n o t  b e e n  r o u t i n e l y  a p p l i e d  i n  t h e  d i a g n o s i s  o f  
n a t u r a l l y  o c c u r r i n g  c h l a m y d i a l  i n f e c t i o n s  o f  r u m i n a n t s .
I I . D . 2 .  S e r o l o g y
The s e r o l o g i c a l  t e s t  m o s t  w i d e l y  u s e d  f o r  t h e  d i a g n o s i s  o f  C. 
p s i t t a c i  i n f e c t i o n s  i s  t h e  CF t e s t .  T h i s  t e s t  i s  g e n u s - s p e c i f i c  an d  
t h e r e f o r e  t h e  a n t i g e n s  c a n  be  p r e p a r e d  f r o m  an y  c h l a m y d i a l  s t r a i n  
( 1 7 5 ) .
The CF t e s t  i s  mos t  u s e f u l  i n  t h e  d i a g n o s i s  o f  c h l a m y d i a l  
i n f e c t i o n s  i n v o l v i n g  s y s t e m i c  p h a s e s  s u c h  as  e n c e p h a l o m y e l i t i s ,  
p n e u m o n i a ,  p o l y a r t h r i t i s - s e r o s i t i s ,  and a b o r t i o n .  I n  t h e s e  i n s t a n c e s ,  
a f o u r  f o l d  i n c r e a s e  i n  a n t i b o d y  t i t e r s  o f  s e r a  c o l l e c t e d  d u r i n g  t h e  
e a r l y  and  l a t e  s t a g e s  o f  t h e  d i s e a s e  i s  r e g a r d e d  a s  s i g n i f i c a n t .  
H ow ever ,  t h e  CF t e s t  i s  r e l a t i v e l y  i n s e n s i t i v e  i n  d e t e c t i n g  s u p e r f i c i a l
2 0
mucous membrane i n f e c t i o n s  s u c h  a s  k e r a t o c o n j u n c t i v i t i s ,  e n t e r i t i s  and 
l o c a l i z e d  g e n i t a l  i n f e c t i o n s .
S e v e r a l  i n v e s t i g a t o r s  u s i n g  t h e  OF t e s t  f o r  t h e  d i a g n o s i s  o f  v i r a l  
i n f e c t i o n s  h a v e  f o u n d  t h a t  i t  c a n  be  s i g n i f i c a n t l y  i m p ro v e d  by 
s u p p l e m e n t i n g  t h e  g u i n e a  p i g  co m p l e m e n t  w i t h  f r e s h  n o r m a l  c a l f  s e r u m  
( 1 4 , 1 5 ) .
I n  p r e v a l e n c e  s t u d i e s ,  t h e  p r e s e n c e  o f  CF a n t i b o d i e s  a t  a d i l u t i o n
> 1 : 8  i s  i n d i c a t i v e  o f  a  p r e v i o u s  s t i m u l a t i o n  o f  t h e  immune s y s t e m  by
c h l a m y d i a l  a n t i g e n s ,  b u t  i t  i s  n o t  p o s s i b l e  t o  t e l l  w h e t h e r  t h e  a n i m a l s  
a r e  c u r r e n t l y  i n f e c t e d  o r  n o t ,  and  t h e  a n t i b o d i e s  m e a s u r e d  by t h i s  t e s t  
do n o t  p l a y  any r o l e  i n  r e s i s t a n c e  t o  r e i n f e c t i o n  ( 1 7 5 ) .  I t  h a s  b e e n  
r e p e a t e d l y  shown t h a t  i n d i v i d u a l  a n i m a l s  b e a r i n g  c l i n i c a l l y  i n a p p a r e n t  
i n t e s t i n a l  i n f e c t i o n s  c a n  b e  s u p e r i n f e c t e d ,  and p n e u m o n i a  o r  a b o r t i o n  
c a n  b e  i n d u c e d  w i t h  t h e  s t r a i n s  t h e y  a r e  s h e d d i n g ,  r e g a r d l e s s  o f  t h e i r  
i n i t i a l  CF a n t i b o d y  t i t e r  ( 1 6 8 ) .  U n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s ,  t h e  
s u p e r i n f e c t e d  a n i m a l s  d e v e l o p  a m e a s u r e a b l e  i n c r e a s e  i n  s e r u m  
a n t i b o d i e s .
S e v e r a l  m o d e rn  s e r o l o g i c a l  t e s t s  h a v e  b e e n  and c o n t i n u e  t o  be
d e v e l o p e d  f o r  t h e  d i a g n o s i s  o f  Cj_ t r a c h o m a t  i s  i n f e c t i o n s  i n  man.  From
t h e s e  n e w l y  e m e r g i n g  s e r o l o g i c a l  t e s t s ,  t h e  e n z y m e - l i n k e d  i m m u n o s o r b e n t  
a s s a y  (ELISA) a n d  t h e  i n d i r e c t  i n c l u s i o n  f l u o r e s c e n t  a n t i b o d y  ( U F A )  
t e s t  see m t o  be  m o s t  p r o m i s i n g  as  r o u t i n e  s e r o d i a g n o s t i c  t e s t s .  T h e i r  
s e n s i t i v i t y  a p p e a r s  t o  b e  b e t t e r  t h a n  t h a t  o f  t h e  CF t e s t  and t h e y  
f a c i l i t a t e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  i m m u n o g l o b u l i n  c l a s s  p r e s e n t  i n  t h e  
s e r u m  a n d  l o c a l  s e c r e t i o n s  ( 1 7 5 ) .  A l t h o u g h  t h e s e  t e s t s  h a v e  b e e n  a l m o s t  
e x c l u s i v e l y  a p p l i e d  t o  t h e  t i t r a t i o n  o f  human and a v i a n  s e r a ,  t h e y  c o u l d  
a l s o  b e  u s e d  f o r  t h e  s c r e e n i n g  o f  s e r a  f r o m  o t h e r  a n i m a l
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s p e c i e s .
I n  t h e  ELISA s y s t e m s  t h a t  h a v e  b e e n  d e v e l o p e d ,  t h e  a n t i g e n  i s  
e i t h e r  a d e o x y c h o l a t e  e x t r a c t  o f  c h i c k e n  e m b r y o - g r o w n  c h l a m y d i a e  o r  
p a r t i a l l y  p u r i f i e d  c e l l  c u l t u r e - g r o w n  EB s u s p e n s i o n s .  The d e o x y c h o l a t e  
e x t r a c t e d  a n t i g e n  i s  i d e n t i c a l  t o  t h a t  u s e d  i n  t h e  CF t e s t ,  b u t  t h e  EB 
s u s p e n s i o n s  c o n t a i n  n o t  o n l y  t h e  g e n u s  s p e c i f i c  b u t  a l s o  s e r o t y p e  
s p e c i f i c  a n t i g e n s .  The m a i n  a d v a n t a g e  o f  t h e  ELISAs seem t o  be t h e i r  
s p e c t r o s c o p i c  o b j e c t i v i t y ,  t h e i r  r e l a t i v e  s i m p l i c i t y ,  and t h e  e a s e  f o r  
t e s t i n g  n u m e r o u s  s e r u m  s a m p l e s  s i m u l t a n e o u s l y .
I n  t h e  U F A  t e s t ,  w h o l e  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  a  c h l a m y d i a l  a g e n t  
p r o v i d e  t h e  a n t i g e n  ( 1 3 3 ) .  B o th  g e n u s -  an d  s e r o t y p e - s p e c i f i c  a n t i g e n s  
a r e  p r e s e n t .  The d i f f e r e n c e  i n  s e n s i t i v i t y  b e t w e e n  t h e  CF t e s t  and t h e  
U F A  t e s t  o r  t h e  ELISA seem s  t o  d e p e n d  i n  p a r t ,  on t h e i r  a b i l i t y  t o  
d e t e c t  b o t h  g e n u s -  an d  s e r o t y p e -  s p e c i f i c  a n t i b o d i e s ,  a l t h o u g h  t h e  t y p e  
s p e c i f i c  o n e s  c a n  o n l y  be  d e t e c t e d  i n  a h o m o l o g o u s  s y s t e m  ( 8 4 , 1 3 3 ) .
I I . D . 3 .  I s o l a t i o n  o f  t h e  C a u s a t i v e  A g e n t
I s o l a t i o n  o f  c h l a m y d i a e  f r o m  c l i n i c a l  s p e c i m e n s  i s  n o t  o n l y  u s e d  
f o r  c o n f i r m a t i o n  o f  a c l i n i c a l  d i a g n o s i s  b u t  a l s o  t o  d e t e r m i n e  
e p i d e m i o l o g i c a l  p a t t e r n s  o f  t h e  d i f f e r e n t  s e r o t y p e s  i n v o l v e d  i n  t h e  
v a r i o u s  c l i n i c a l  s y n d r o m e s .
U n t i l  r e c e n t l y ,  t h e  m o s t  commonly u s e d  p r o c e d u r e  f o r  t h e  i s o l a t i o n  
o f  C. p s i t t a c i  f r o m  mammals was  t h e  i n o c u l a t i o n  o f  s u s c e p t i b l e  c h i c k e n  
e m b r y o s .  H o w e v e r ,  n e w e r  c e l l  c u l t u r e  t e c h n i q u e s  a p p l i e d  t o  t h e  
i s o l a t i o n  o f  c h l a m y d i a e  f r o m  r u m i n a n t s  h a v e  p r o v e n  t o  be  more s e n s i t i v e  
t h a n  t h e  s t a n d a r d  c h i c k e n  em bry o  m e t h o d s  ( 1 7 2 ) .  R e s u l t s  a r e  o b t a i n e d  
w i t h i n  s h o r t e r  p e r i o d s  o f  t i m e ,  a r e l a t i v e l y  l a r g e  number  o f  s a m p l e s  
c a n  be  h a n d l e d  s i m u l t a n e o u s l y ,  and t h e  p r e s e n c e  o f  b a c t e r i a l
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c o n t a m i n a n t s  i n  some o f  t h e  c l i n i c a l  s p e c i m e n s  d o e s  n o t  i n t e r f e r e  w i t h  
t h e  p o s i t i v e  r e s u l t s .  The s i n g l e  mos t  i m p o r t a n t  s t e p  i n  t h e  c e l l  
c u l t u r e  p r o c e d u r e s  i n v o l v e d  t h e  e n h a n c e m e n t  o f  c h l a m y d i a l  a d s o r p t i o n  t o  
t h e  c u l t u r e d  c e l l s  by  means  o f  c e n t r i f u g a t i o n .
B e c a u s e  i n f e c t i o n  w i t h  some s t r a i n s  o f  c h l a m y d i a e  i n  t h e  a b s e n c e  o f  
c l i n i c a l  s i g n s  i s  so  w i d e s p r e a d ,  t h e  i n v e s t i g a t o r  s h o u l d  b e  a w a re  o f  
t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e  d i s e a s e d  h o s t ' s  l e s i o n s  m i g h t  h a v e  b e e n  c a u s e d  
by  an  e n t i r e l y  d i f f e r e n t  a g e n t  and t h a t  t h e  c h l a m y d i a l  i s o l a t e  o b t a i n e d  
f r o m  t h e  c l i n i c a l  s p e c i m e n  may h a v e  b e e n  i n c i d e n t a l  t o  t h e  d i s e a s e  
e n c o u n t e r e d  ( 1 2 8 ) .  A l t e r n a t i v e l y ,  c h l a m y d i a l  s t r a i n s  o f  low v i r u l e n c e  
may p r e d i s p o s e  t h e  h o s t  t o  i n f e c t i o n  by s e c o n d a r y  p a t h o g e n s .
S i g n i f i c a n t  b a c t e r i a l  e c o l o g i c  c h a n g e s  i n  t h e  i n t e s t i n e s  o f  c a l v e s  
e x p e r i m e n t a l l y  i n o c u l a t e d  w i t h  i m m u n o ty p e  1 o f  C. p s i t t a c i  h a v e  b e e n  
r e p o r t e d  ( 1 7 5 ) .  C h l a m y d i a l  i n f e c t i o n s  c o m p l i c a t e d  w i t h  P a s t e u r e l l a  spp 
w e r e  o b s e r v e d  n a t u r a l l y ,  an d  m u l t i p l e  i n f e c t i o n s  w i t h  c h l a m y d i a e  and  
v i r u s e s  h a v e  b e e n  r e p e a t e d l y  e n c o u n t e r e d  d u r i n g  t h e  c o u r s e  o f  t h e  
b o v i n e  p n e u m o n i c  s y n d r o m e  known a s  e n z o o t i c  p n e u m o n i a ,  and i n  
i n t e s t i n a l  i n f e c t i o n s  o f  c a l v e s  ( 1 7 5 , 1 7 6 ) .
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T a b l e  I I . 1 .  D i f f e r e n t i a t i o n  o f  t h e  S p e c i e s  o f  t h e  Genus  C h l a m y d i a .
C h a r a c t e r i s t  i c l . C .  t r a c h o m a t i s 2 . C .  p s i t t a c i
N a t u r a l  H o s t s Man, mice Mammals ( i n c l u d i n g  m a n ) ,  
b i r d s ,  f r o g s ,  
i n v e r t e b r a t e s
B i o t y p e s 3 At l e a s t  8
S e r o t y p e s 15 Not  known.  P r o b a b l y  
s e v e r a l .
G l y c o g e n  d e p o s i t i o n
i n  i n c l u s i o n s + -
S u s c e p t  i b i l i t y
t o  s u l f a d i a z i n e + —
See t e x t  f o r  s p e c i f i c  r e f e r e n c e s
CHAPTER I I I :  PROPAGATION OF OVINE AND BOVINE ABORTION STRAINS OF
CHLAMYDIA PSITTACI IN SUSPENSION CULTURES OF L-CELLS
m . A .  INTRODUCTION
The g e n u s  C h l a m y d i a  c o m p r i s e s  a  l a r g e  g r o u p  o f  o b l i g a t e  
i n t r a c e l l u l a r  b a c t e r i a  w h i c h  a r e  d i s t i n g u i s h e d  f r o m  a l l  o t h e r  
p r o k a r y o t i c  o r g a n i s m s  on t h e  b a s i s  o f  a u n i q u e  d e v e l o p m e n t a l  c y c l e  
( 1 0 6 , 1 7 9 ) .  Two S D e c i e s  o f  C h l a m y d i a  a r e  r e c o g n i z e d :  C. t r a c h o m a t i s ,
w h i c h  i n f e c t s  human b e i n g s  and m i c e  o n l y ;  an d  C. p s i t t a c i ,  w h ic h  
i n f e c t s  a n  e v e r  i n c r e a s i n g  num ber  o f  mammals i n c l u d i n g  man;  b i r d s ;  and 
e v e n  c o l d  b l o o d e d  a n i m a l s  ( 7 7 , 1 1 2 ) .
The l a r g e  n um ber  o f  c h l a m y d i a l  s t r a i n s  i n c l u d e d  i n  t h e  s p e c i e s  C. 
p s i t t a c i  r e p r e s e n t  a h e t e r o g e n e o u s  c o l l e c t i o n  o f  o r g a n i s m s  w h i c h  
e x h i b i t  s i g n i f i c a n t  b i o l o g i c a l ,  p a t h o g e n i c  and a n t i g e n i c  d i f f e r e n c e s
( 2 4 , 8 3 , 1 2 7 , 1 3 1 , 1 4 5 , 1 4 6 , 1 6 2 ) .  More i n f o r m a t i o n  n e e d s  to  be g a t h e r e d  
b e f o r e  d i f f e r e n t i a t i o n  o r  e v e n  f u r t h e r  s p e c i a t i o n  o f  members o f  t h i s  
s p e c i e s  c a n  b e  j u s t i f i e d .  O p t i m a l  m e t h o d s  f o r  t h e i r  i n  v i t r o  
c u l t i v a t i o n  and q u a n t i t a t i o n  a r e  i m p o r t a n t  f o r  s u c h  i n v e s t i g a t i o n s .
The m e t h o d s  t h a t  a r e  c u r r e n t l y  a v a i l a b l e  f o r  t h e  p r o p a g a t i o n  o f  
t h e s e  s t r a i n s  a r e  e s s e n t i a l l y  t h e  i n o c u l a t i o n  o f  d e v e l o p i n g  c h i c k e n  
e m b r y o s  a n d  t h e  c e n t r i f u g e - a s s i s t e d  i n f e c t i o n  o f  c e l l  m o n o l a y e r s  ( 1 7 2 ) .  
T h e s e  two p r o c e d u r e s  a r e  u s e f u l  t e c h n i q u e s  f r o m  a d i a g n o s t i c  p o i n t  o f  
v i e w ,  b u t  t h e y  s t i l l  h a v e  l i m i t a t i o n s  a s  m o d e l s  f o r  t h e  s t u d y  o f  
h o s t - p a r a s i t e  i n t e r a c t i o n s  a t  t h e  c e l l u l a r  l e v e l ,  and f o r  t h e  
p r o d u c t i o n  o f  h i g h  y i e l d s  o f  c h l a m y d i a e  r e q u i r e d  f o r  s t r u c t u r a l  and  
b i o c h e m i c a l  a n a l y s i s ,  as  w e l l  as  f o r  v a c c i n e  p r o d u c t i o n .  The c h i c k e n  
em bry o  r e p r e s e n t s  a c o m p l e x  mu I t  i c e  1 l u l a r  h o s t  and  h a s  o b v i o u s
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l i m i t a t i o n s .  I n  t h e  c a s e  o f  c e n t r i f u g e - a s s i s t e d  i n f e c t i o n  o f  c e l l s ,  
i m p o r t a n t  f a c t o r s  l i k e  t e m p e r a t u r e  and  pH a r e  s o m e t i m e s  d i f f i c u l t  t o  
c o n t r o l ,  a n d  i n f e c t i o n  o f  l a r g e  n u m b e r s  o f  c e l l s  i s  cu m b er so m e .
The p u r p o s e  o f  t h e  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n s  was t o  e x p l o r e  t h e  
p r o p a g a t i o n  o f  c h l a m y d i a l  s t r a i n s  a s s o c i a t e d  w i t h  a b o r t i o n s  and  o t h e r  
c l i n i c a l  c o n d i t i o n s ,  u s i n g  s u s p e n s i o n  c u l t u r e s  o f  L - c e l l s .
I I I . B .  MATERIALS AND METHODS
I I I . B . l .  Gr o w t h  o f  L - C e l l s  -  Mouse L - c e l l s  ( c l o n e  L5b)  w e r e  grown 
i n  s u s p e n s i o n  i n  Waymouth medium o r  med ium 199 c o n t a i n i n g  12 mM s o d i u m  
b i c a r b o n a t e ,  2 0 0  u g  o f  s t r e p t o m y c i n  and 75 ug  o f  v a n c o m y c i n  p e r  m l ;  and  
5% f e t a l  c a l f  s e r u m .  The i n i t i a l  c e l l  d e n s i t y  was 4 - 5  x 10^ c e l l s  
p e r  m l ,  a n d  t h e  c u l t u r e s  w e r e  s t i r r e d  c o n s t a n t l y  a t  37°C a t  a r a t e  f a s t  
e n o u g h  t o  a v o i d  a t t a c h m e n t  o f  t h e  c e l l s  t o  t h e  s p i n n e r  c u l t u r e  f l a s k s .  
When t h e  v i a b l e  c e l l  d e n s i t y ,  d e t e r m i n e d  by t r y p a n  b l u e  e x c l u s i o n ,
f ia p p r o a c h e d  1 . 5  x  10 c e l l s  p e r  m l ,  t h e  c e l l s  w e re  c e n t r i f u g e d  a t  5 00 
x g f o r  5 min  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  f r e s h  medium a t  t h e  i n i t i a l  d e n s i t y .
I I I . B . 2 .  C h l a m y d i a l  S t r a i n s  -  Two d i f f e r e n t  a b o r t i g e n i c  s t r a i n s  of  
C. p s i t t a c i  ( b i o t y p e  1) o r i g i n a l l y  i s o l a t e d  and m a i n t a i n e d  i n  c h i c k e n  
e m b ry o s  w e re  u s e d  in  t h e s e  e x p e r i m e n t s :  t h e  B577 s t r a i n  ( p a s s a g e  33 )
i s o l a t e d  f r o m  a n  a b o r t e d  lamb ( 1 6 9 )  and  t h e  E B A -5 9-795  s t r a i n  ( p a s s a g e  
22)  i s o l a t e d  f r o m  an a b o r t e d  c a l f  ( 1 7 7 ) .  O t h e r  c h l a m y d i a l  s t r a i n s  u s e d  
w e re  t h e  LW613 o f  b o v i n e  p o l y a r t h r i t i s  ( b i o t v p e  2 ) ;  t h e  6 6 - P - 1 3 0 ,  f r o m  
i n t e s t i n a l  i n f e c t i o n  o f  c a l v e s  ( b i o t y p e  3 ) ;  t h e  L71 o f  p o r c i n e  
p o l y a r t h r i t i s  ( b i o t y p e  4 ) ;  t h e  S45,  f r o m  i n t e s t i n a l  i n f e c t i o n s  o f  s w in e  
( b i o t y p e  5 ) ;  t h e  f e l i n e  p n e u m o n i t i s  v a c c i n e  s t r a i n  (Fromm L a b o r a t o r y ,  
G r a f t o n ,  W i s . )  ( b i o t y p e  7 ) ;  and  t h e  s t r a i n  o f  g u i n e a  p i g  i n c l u s i o n
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c o n j u n c t  i v i t  i  s ( b i o t y p e  8)  ( 1 6 2 ) .
I I I . B . 3 .  I n f e c t i o n  o f  L - c e l l s  -  Yolk  s a c s  h a r v e s t e d  f r o m  i n f e c t e d
c h i c k e n  e m b r y o s  w e r e  u s e d  a s  t h e  p r i m a r y  s o u r c e  o f  i n f e c t i o n  f o r  
s u s p e n s i o n  c u l t u r e s .  T hey w e r e  h o m o g e n i z e d  i n  2 m i s  o f  
s u c r o s e - p h o s p h a t e - b u f f e r  (SPB) ( 1 6 )  c o n t a i n i n g  2% f e t a l  c a l f  s e r u m ,  and  
c e n t r i f u g e d  a t  2 0 0  x g f o r  5 m i n .  a t  4 ° C .  One m l .  c o l l e c t e d  f r o m  t h e  
i n t e r p h a s e  was m ix e d  w i t h  1 x 1 0 ^  c e l l s  s u s p e n d e d  i n  SPB and s t i r r e d  
c o n s t a n t l y  f o r  2 h  a t  3 7°C .  At t h e  en d  o f  t h i s  a d s o r p t i o n  p e r i o d ,  t h e  
c e l l s  w e r e  w a s h e d  i n  SPB an d r e s u s p e n d e d  a t  t h e  same d e n s i t y  i n  g r o w th  
medium c o n t a i n i n g  2 ug o f  c y c l o h e x i m i d e  (S ig m a  C h e m i c a l  C o . ,  S t .  L o u i s ,  
M o .)  p e r  m l .  The c e l l s  w e r e  m a i n t a i n e d  i n  s u s p e n s i o n  a t  3 7°C ,  and 
c h l a m y d i a e  w e r e  h a r v e s t e d  a f t e r  4 8  h a s  s u m m a r i z e d  i n  F i g .  I I I . l  ( 6 9 ) .
Once t h e  f i r s t  c e l l - p r o p a g a t e d  c h l a m y d i a l  y i e l d s  w e re  o b t a i n e d ,  
t h e y  w e r e  u s e d  f o r  s u b s e q u e n t  p a s s a g e s  i n  s u s p e n s i o n  c u l t u r e s  u s i n g  
m u l t i p l i c i t i e s  o f  i n f e c t i o n  (MOI) o f  1 t o  2 c h l a m y d i a l  i n c l u s i o n  
f o r m i n g  u n i t s  ( I F U ) .
I I I . B . 4 .  T i t r a t i o n  o f  C h l a m y d i a l  I n f e c t i v i t y  -  One t e n t h  o f  a ml
o f  i n f e c t i o u s  c e l l - p r o p a g a t e d  c h l a m y d i a e  was a d d e d  t o  e a c h  o f  two
f l a s k s  c o n t a i n i n g  1 x 1 0 ^  L - c e l l s  i n  10 ml  o f  SPB. The f l a s k s  w e re  
s h a k e n  i n  a n  o r b i t a l  s h a k e r  a t  100  s t r o k e s  p e r  m i n .  f o r  1 . 5  h a t  37°C .  
S m a l l  a l l i q u o t s  o f  c e l l s  ( 1 - 2  x 10^ c e l l s )  w e r e  t h e n  s e e d e d  i n  f l a t  
b o t t o m  3 - d r a m  s h e l l  v i a l s  (K i m b l e  P r o d u c t s ,  T o l e d o ,  O h i o )  w h i c h  w e re  
f i t t e d  w i t h  a g l a s s  c o v e r s l i p  (1 8  mm i n  d i a m e t e r )  and c o n t a i n e d  1 ml  o f  
g r o w t h  medium p l u s  2 ug o f  c y c l o h e x i m i d e  p e r  m l .  ( F i g .  I I I . 2 ) .  A f t e r  
24 h o f  i n c u b a t i o n  a t  37°C' i n  5% CO2 , t h e  c o v e r s l i p s  we re  
G i e m s a - s t a i n e d ,  a n d  t h e  n um ber  o f  c h l a m y d i a l  IFU p e r  m l .  o f  t h e  
o r i g i n a l  p r e p a r a t i o n  was d e t e r m i n e d  by c o u n t i n g  t h e  number  o f
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c h l a m y d i a l  i n c l u s i o n s  i n  4 0 0  c e l l s  an d  a p p l y i n g  t h e  f o l l o w i n g  f o r m u l a :  
No. o f  IFU p e r  ml = Avg.  No. o f  i n c l u s i o n s  p e r  L - c e l l  x 10^ c e l l s  
x 10
I I I . B . 5 .  E f f i c i e n c y  o f  C h l a m y d i a l  A d s o r p t i o n  a t  D i f f e r e n t  
T e m p e r a t u r e s  -  A c e l l - p r o p a g a t e d  c h l a m y d i a l  i n o c u l u m  was u s e d  t o  i n f e c t  
c e l l s  i n  s u s p e n s i o n  a t  two  d i f f e r e n t  t e m p e r a t u r e s .  D u r i n g  t h e  f i r s t  
a d s o r p t i o n  p e r i o d ,  t h e  c e l l s  w e r e  m a i n t a i n e d  a t  4°C and t h e n  p e l l e t e d  
by  low s p e e d  c e n t r i f u g a t i o n .  The a d s o r b i n g  medium c o n t a i n i n g  t h e  
i n o c u l u m  was s a v e d ,  an d  t h e  c e l l  p e l l e t  was r e s u s p e n d e d  i n  g r o w t h  
medium and s e e d e d  i n t o  c o v e r s l i p  i n  v i a l s .  The s a v e d  a d s o r b i n g  medium 
was t h e n  r e t i t r a t e d  a t  37°C u s i n g  a new p o p u l a t i o n  o f  c e l l s .  C o n t r o l  
v a l u e s  f o r  t h e  e v a l u a t i o n  o f  t h i s  e x p e r i m e n t  w e re  o b t a i n e d  by a s s a y i n g  
a t  37°C a d i f f e r e n t  a l i q u o t  o f  t h e  o r i g i n a l  i n o c u l u m  c o n t a i n i n g  t h e  
same n um ber  o f  c h l a m y d i a l  IFU.
I I I . B . 6 .  C o m p a r a t i v e  I n f e c t i v i t v  u n d e r  D i f f e r e n t  C o n d i t i o n s  o f  
A d s o r p t i o n  -  The i n f e c t i v i t y  t i t e r s  o b t a i n e d  when a d s o r p t i o n  t o o k  p l a c e  
i n  s u s p e n s i o n  w e r e  c o m p a r e d  t o  t h e  t i t e r s  o b t a i n e d  u n d e r  s t a t i o n a r y  and 
c e n t r i f u g e - a s s i s t e d  c o n d i t i o n s .  L - c e l l s  f r o m  a c t i v e l y  r e p l i c a t i n g  
s u s p e n s i o n  c u l t u r e s  w e r e  s e e d e d  on 60 mm P e t r i  d i s h e s  a t  a  d e n s i t y  o f  3 
x 10^ c e l l s  p e r  d i s h  and i n c u b a t e d  f o r  18 h a t  37°C in  5% CO2  t o  
a l l o w  t h e  f o r m a t i o n  o f  m o n o l a y e r s .  At t h e  end o f  t h i s  i n c u b a t i o n  
p e r i o d ,  t h e  a v e r a g e  num ber  o f  v i a b l e  c e l l s  p e r  d i s h  was r e - c a l c u l a t e d ,  
t h e  m o n o l a y e r s  w e r e  w a sh e d  o n c e  w i t h  D u l b e c c o s  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  and 
t h e y  w e r e  t h e n  i n f e c t e d  w i t h  known m u l t i p l i c i t i e s  o f  i n f e c t i o n .  F o r  
t h e  s t a t i o n a r y  i n f e c t i o n ,  e a c h  o f  3 d i s h e s  ( a p p r o x i m a t e l y  4 x 1 0 ^  
c e l l s  p e r  d i s h )  r e c e i v e d  1 ml  o f  an i n o c u l u m  c o n t a i n i n g  5 x 10^ 
c h l a m y d i a l  IFU p e r  ml (MOI = 1 . 2 5 ) ,  1 x 1 0 ^  i F l ’/m l  (MOI = 0 . 2 5 )  and
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0 . 1  x  1 0 6 IFU /m l  (MOI = 0 . 0 2 5 )  r e s p e c t i v e l y ,  f o r  1 . 5  h  a t  3 7 ° C .  F o r  
t h e  c e n t r i f u g e - a s s i s t e d  i n f e c t i o n ,  e a c h  o f  3 d i s h e s  r e c e i v e d  3 mis  o f  
i n o c u l u m  c o n t a i n i n g  1 . 6 6  x  10^ i F U /m l  (MOI = 1 . 2 5 ) ,  0 . 3 3  x 10^
IF U /m l  (MOI = 0 . 2 5 )  a n d  0 . 0 3  x  10^  IFU / m l  (MOI = 0 . 0 2 5 )  r e s p e c t i v e l y  
f o r  3 0  m i n .  u s i n g  a c e n t r i f u g a l  f o r c e  o f  2 0 0 0  x g a t  37°C .
S i n c e  t h e  t i t e r s  a r e  e a s i e r  t o  r e a d  i n  c o v e r s l i p s  l i g h t l y  s e e d e d  
w i t h  c e l l s  t h a n  i n  c o m p l e t e  m o n o l a y e r s ,  t h e  m o n o l a y e r s  o f  c e l l s  u s e d  
f o r  s t a t i o n a r y  and c e n t r i f u g e - a s s i s t e d  i n f e c t i o n s  w e re  d e t a c h e d  w i t h  a 
s o l u t i o n  o f  0.1% o f  1 : 2 5 0  t r y p s i n  ( D i f c o ,  D e t r o i t ,  M i c h . )  an d  0.4% EDTA
2 . 5  h  a f t e r  t h e  a d s o r p t i o n  p h a s e ,  and c e l l s  w e re  s e e d e d  o n t o  c o v e r s l i p s  
i n  v i a l s  a t  c o n v e n i e n t  d e n s i t i e s  a s  d e s c r i b e d  a b o v e  ( F i g .  I I I . 3 ) .  None 
o f  t h e s e  v i a l s  r e c e i v e d  c y c l o h e x i m i d e  i n  t h e  c u l t u r e  medium.  The r a t e s  
o f  i n f e c t i o n  w e re  d e t e r m i n e d  24 h p o s t - i n f e c t i o n  a f t e r  G i e m s a - s t a i n i n g  
t h e  c o v e r s l i p s .
S u s p e n s i o n  c u l t u r e s  i n f e c t e d  w i t h  1,  0 . 5 ,  0 . 1 ,  and 0 .0 1  c h l a m y d i a l  
IF U /  L - c e l l  s e r v e d  a s  c o n t r o l  v a l u e s  i n  t h e  c o m p a r a t i v e  e v a l u a t i o n  o f  
t h e  d i f f e r e n t  c o n d i t i o n s  o f  a d s o r p t i o n .  I n  o r d e r  t o  r u l e  o u t  any 
d i f f e r e n c e s  i n  t i t e r  due  t o  t h e  p o s t - a d s o r p t i o n  t r y p s i n  t r e a t m e n t  o f  
t h e  m o n o l a y e r s  u s e d  i n  t h e  s t a t i o n a r y  and c e n t r i f u g e - a s s i s t e d  
i n f e c t i o n s ,  t h e  s u s p e n d e d  c e l l s  w e r e  a l l o w e d  t o  a t t a c h  t o  P e t r i  d i s h e s  
a t  t h e  en d  o f  t h e  a d s o r p t i o n  p e r i o d ,  and w e r e  d e t a c h e d  w i t h  
t r y p s i n - E D T A  2 . 5  h  l a t e r  ( F i g .  I I I . 3 ) .
I I I . C .  RESULTS
I I I . C . l .  Growth  and I n f e c t i o n  o f  L - c e l l s  -  The g r o w t h  c u r v e s  o f  
n o n - i n f e c t e d  L - c e l l s  i n  s u s p e n s i o n  c u l t u r e s  i n  two d i f f e r e n t  c u l t u r e  
m e d i a  a r e  i l l u s t r a t e d  i n  F i g .  I I I . 4 .  H i g h e r  v i a b l e  c e l l  c o u n t s  w e re
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o b t a i n e d  i n  W a y m o u t h ' s  medium t h a n  i n  med ium 1 9 9 ,  t h e r e f o r e ,  t h e  f o r m e r  
was  c h o s e n  f o r  t h e  r o u t i n e  p r o p a g a t i o n  o f  t h e  c e l l s .
S u s p e n s i o n  c u l t u r e s  o f  L - c e l l s  i n o c u l a t e d  w i t h  t h e  c h i c k e n  
e m b r y o - a d a p t e d  a b o r t i o n  s t r a i n s  w e r e  r e a d i l y  i n f e c t e d  and y i e l d e d  l a r g e  
n u m b e r s  o f  i n f e c t i o u s  c h l a m y d i a e .  The h i g h  i n f e c t i v i t y  l e v e l s  w e re  
m a i n t a i n e d  d u r i n g  s e v e r a l  s u b p a s s a g e s  i n  s u s p e n s i o n  c u l t u r e s .
T y p i c a l l y ,  a s u s p e n s i o n  o f  1 x 10® c e l l s  (1 x 10® c e l l s / m l )  
i n f e c t e d  w i t h  a n  MOI o f  1 - 2  c h l a m y d i a l  I F U / L - c e l l ,  f o l l o w e d  by 
c y c l o h e x i m i d e  t r e a t m e n t ,  y i e l d e d  t i t e r s  i n  t h e  r a n g e  o f  1 . 5  -  2 . 0  x 
10^ c h l a m y d i a l  IFU.  D i f f e r e n c e s  w e re  n o t  o b s e r v e d  in  t h e  
c h l a m y d i a - h o s t  c e l l  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  two a b o r t i o n  s t r a i n s ,  a n d  
o n l y  t h e  B577 s t r a i n  was s u b s e q u e n t l y  u s e d  f o r  t h e  e x p e r i m e n t s  
d e s c r i b e d  b e l o w .
S u s p e n s i o n  c u l t u r e s  i n o c u l a t e d  w i t h  t h e  o t h e r  c h l a m y d i a l  s t r a i n s  
e x h i b i t e d  low r a t e s  o f  i n f e c t i o n  on t h e  f i r s t  p a s s a g e ,  and t h e  
i n f e c t i v i t y  was  l o s t  d u r i n g  t h e  s e c o n d  p a s s a g e  ( T a b l e  I I I . l ) .  
C o n s e q u e n t l y ,  e x p e r i m e n t s  i n v o l v i n g  t h e s e  s t r a i n s  w e re  d i s c o n t i n u e d .
I I I . C . 2 .  R e p r o d u c i b i l i t y  o f  I n f e c t i v i t y  T i t r a t i o n  A s s a y  -  The IFU 
a s s a y  d e v e l o p e d  f o r  d e t e r m i n i n g  c h l a m y d i a l  i n f e c t i v i t y  was r e p r o d u c i b l e  
o v e r  a  r a n g e  o f  d i l u t i o n s .  The G i e m s a - s t a i n e d  c h l a m y d i a l  i n c l u s i o n s  
w e r e  s m a l l  24  h  p o s t - i n f e c t i o n  ( F i g .  I I I . 5 ) ,  b u t  t h e y  c o u l d  be 
d i s t i n g u i s h e d  e a s i l y  and  a l l o w e d  a c c u r a t e  q u a n t i t a t i v e  d e t e r m i n a t i o n s .  
S u s p e n s i o n  c u l t u r e s  e x p o s e d  t o  known m u l t i p l i c i t i e s  o f  i n f e c t i o n  g av e  
i n f e c t i v i t y  t i t e r s ,  e x p r e s s e d  a s  n u m b e r s  o f  i n c l u s i o n s / 1 0 0  c e l l s ,  w h ich  
p a r a l l e l e d  t h e  e x p e c t e d  t h e o r e t i c a l  v a l u e s  ( T a b l e  I I I . 2 ) .  At an  MOI o f  
1 . 0 ,  a l m o s t  80% o f  t h e  c e l l s  w e re  i n f e c t e d ;  a t  an MOI o f  0 . 5 ,  a b o u t  50% 
o f  t h e  c e l l s  w e r e  i n f e c t e d ;  a t  an  MOI o f  0 . 1 ,  a b o u t  10% o f  t h e  c e l l s
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w e r e  i n f e c t e d ;  an d  a t  an  MOI o f  0 . 0 1 ,  1% o f  t h e  c e l l s  w e re  i n f e c t e d .
U s i n g  MOI ' s o f  5 t o  10  IF lT/ L - c e l l ,  more t h a n  95% o f  t h e  c e l l s  
b ec am e  i n f e c t e d ,  an d  c o n d i t i o n s  f o r  a o n e - s t e p  c h l a m y d i a l  g r o w t h  
e x p e r i m e n t  w e re  o b t a i n e d  ( F i g .  I l l . 6 ) .  U n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s ,  an 
e x t e n s i v e  c y t o c i d a l  a c t i o n  was o b s e r v e d  i n  t h e  a b s e n c e  o f  
c y c l o h e x i m i d e .  The n o n - i n f e c t e d  c o n t r o l  c e l l s  d i v i d e d  l o g a r i t h m i c a l l y ,  
b u t  t h e  v i a b i l i t y  o f  t h e  i n f e c t e d  c e l l s  b e g a n  t o  d e c r e a s e  a s  e a r l y  as
1 . 5  h r s .  p o s t - i n f e c t i o n ,  and c o n t i n u e d  t o  d e c r e a s e  s i g n i f i c a n t l y  d u r i n g  
t h e  3 - d a y  p e r i o d  o f  o b s e r v a t i o n .
I I I . C . 3 .  I n f e c t i v i t y  T i t e r s  O b s e r v e d  u n d e r  D i f f e r e n t  C o n d i t i o n s  o f  
A d s o r p t i o n  -  The c h l a m y d i a l  i n f e c t i v i t y  t i t e r s  o b t a i n e d  when a d s o r p t i o n  
t o o k  p l a c e  a t  4°C r e p r e s e n t e d  a p p r o x i m a t e l y  7 0% o f  t h e  i n f e c t i v i t y  
o b s e r v e d  i n  t h e  c o n t r o l s .  The r e s i d u a l  i n f e c t i v i t y  was d e t e c t e d  a f t e r  
r e t i t r a t i o n  o f  t h e  i n o c u l u m  a t  37°C ( T a b l e  I I I . 3 ) .  A t o t a l  i n f e c t i v i t y  
o f  110% was o b t a i n e d ,  p r p b a b l y  b e c a u s e  t h e  t o t a l  l e n g t h  o f  a d s o r p t i o n  
f o r  t h e  i n o c u l u m  was  t w i c e  t h a t  o f  t h e  c o n t r o l .
R e s u l t s  o f  t h e  i n f e c t i v i t y  t i t e r s  o b t a i n e d  a f t e r  s t a t i o n a r y  o r  
c e n t r i f u g e - a s s i s t e d  a d s o r p t i o n  a r e  s u m m a r i z e d  i n  T a b l e  I I I . 4 an d  shown 
g r a p h i c a l l y  i n  F i g .  I I I . 7.  The c o n t r o l  t i t e r s  o b s e r v e d  when a d s o r p t i o n  
t o o k  p l a c e  i n  s u s p e n s i o n  h a d  a  l i n e a r  r e s p o n s e  a s  a n t i c i p a t e d  ev e n  
t h o u g h  t h e  v a l u e s  d i d  n o t  c o r r e s p o n d  t o  t h e  MOI u s e d  due  t o  t h e  a b s e n c e  
o f  c y c l o h e x i m i d e  i n  t h e  c u l t u r e  medium.  E s s e n t i a l l y ,  d i f f e r e n c e s  we re  
n o t  o b s e r v e d  when t h e  c e l l s  w e re  i n f e c t e d  i n  s u s p e n s i o n  o r  u n d e r  
s t a t i o n a r y  c o n d i t i o n s ,  b u t  a t  l e a s t  a two f o l d  i n c r e a s e  i n  t i t e r  was 
o b s e r v e d  w i t h  t h e  c e n t r i f u g e - a s s i s t e d  i n f e c t i o n .
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111 • E>. DISCUSSION
S u s p e n s i o n  c u l t u r e s  o f  L - c e l l s  w e r e  u s e f u l  f o r  t h e  i n  v i t r o  
p r o p a g a t i o n  o f  two a b o r t i o n  c h l a m y d i a l  s t r a i n s .  T h i s  m e thod  o f  
p r o p a g a t i o n  f a c i l i t a t e d  t h e  s t u d y  o f  h o s t - p a r a s i t e  i n t e r a c t i o n s  u n d e r  
d i f f e r e n t  c o n d i t i o n s  an d  a c c u r a t e  i n f e c t i v i t y  t i t r a t i o n s  c o u l d  be 
p e r f o r m e d .  C h l a m y d i a l  s t r a i n s  o f  b i o t y p e  1 m u l t i p l i e d  t o  h i g h  t i t e r s  
i n  t h e  f i r s t  p a s s a g e ,  an d  h i g h  l e v e l s  o f  c h l a m y d i a l  i n f e c t i v i t y  y i e l d s  
w e r e  o b t a i n e d  i n  s u b s e q u e n t  p a s s a g e s  i n  s u s p e n s i o n  c u l t u r e s .  Our 
f i n d i n g s  c o n t r a s t  p r e v i o u s  r e p o r t s  i n v o l v i n g  t h e  same s t r a i n s  b u t  
d i f f e r e n t  c u l t u r a l  c o n d i t i o n s ,  w h e r e  r e p e a t e d  s u b p a s s a g e s  w e re  n ee d ed  
b e f o r e  t h e  s t r a i n s  b ec am e f u l l y  " c e l l - a d a p t e d "  ( 1 0 , 1 1 ) .
The e f f i c i e n c y  w i t h  w h i c h  t h e  B577 an d  t h e  EBA-5 9- 79 5 c h l a m y d i a l  
s t r a i n s  i n f e c t e d  t h e  L - c e l l s  r e s e m b l e s  t h e  e f f i c i e n t  p a r a s i t e - s p e c i f i e d  
e n d o c y t o s i s  o b s e r v e d  w i t h  t h e  6BC l a b o r a t o r y  s t r a i n  o f  C. p s i t t a c i  
( 2 9 ) .  S i m i l a r l y ,  t h e  p r o c e s s  o f  c e l l u l a r  u p t a k e  i s  a l s o  p r e c e e d e d  by 
an  a t t a c h m e n t  s t e p  w h i c h  c a n  be  d e m o n s t r a t e d  by a d s o r p t i o n  a t  4°C 
( 2 6 ) .
The f a c t  t h a t  t h e  o t h e r  c h l a m y d i a l  s t r a i n s  t e s t e d  u n d e r  t h e  same 
c o n d i t i o n s  d i d  n o t  i n f e c t  s u s p e n s i o n  c u l t u r e s  e f f i c i e n t l y  r e i n f o r c e s  
t h e  p r e v i o u s  o b s e r v a t i o n s  t h a t  d i f f e r e n t  b i o t y p e s  o f  C. p s i t t a c i  
i n t e r a c t  d i f f e r e n t l y  w i t h  c u l t u r e d  c e l l s  ( 1 8 , 1 6 2 , 1 6 3 ) ,  and t h a t  
d i f f e r e n t  f a c t o r s  p r o b a b l y  i n f l u e n c e  e n t r y  i n t o  t h e  h o s t  a s  s u g g e s t e d  
f o r  d i f f e r e n t  C. t r a c h o m a t i s  b i o t y p e s  ( 9 1 ) .  O p t i m a l  m e t h o d s  f o r  t h e  
p r o p a g a t i o n  o f  t h o s e  s t r a i n s  a r e  s t i l l  n e e d e d ,  and w i l l  p r o b a b l y  h ave  
t o  a w a i t  a b e t t e r  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e i r  u n i q u e  p r o p e r t i e s .
The l a b o r a t o r y  i s o l a t i o n  an d  p r o p a g a t i o n  o f  mammali an  s t r a i n s  o f  C. 
p s i t t a c i  i s  s t i l l  a d i f f i c u l t  t a s k  ( 4 4 , 7 4 ) .  S e v e r a l  t r e a t m e n t s  h a v e
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b e e n  u s e d  t o  p r o m o t e  c h l a m y d i a l  u p t a k e  an d  i n c l u s i o n  f o r m a t i o n  by 
c u l t u r e d  h o s t  c e l l s  ( 4 4 , 1 6 2 ) ,  b u t  i t  i s  g e n e r a l l y  a c c e p t e d  t h a t  t h e  
c o m b i n a t i o n  o f  c e n t r i f u g a t i o n  and c y c l o h e x i m i d e  g i v e s  t h e  b e s t  r e s u l t s  
( 8 0 , 1 6 2 , 1 6 3 ) .  The s u s p e n s i o n  c u l t u r e  m e th o d  was n o t  a p p l i e d  t o  t h e  
i s o l a t i o n  o f  s t r a i n s  f r o m  c l i n i c a l  s p e c i m e n s .  N e v e r t h e l e s s ,  
c e n t r i f u g e - a s s i s t e d  i n f e c t i o n s  g ave  c o n s i s t e n t l y  h i g h e r  t i t e r s  w i t h  a l l  
s t r a i n s  s t u d i e d ,  r e g a r d l e s s  o f  t h e i r  d e g r e e  o f  c e l l  a d a p t a t i o n .  T h i s  
i n d i c a t e s  t h a t  c e n t r i f u g i n g  t h e  i n o c u l u m  o n t o  c e l l  m o n o l a y e r s  s h o u l d  
r e m a i n  t h e  m e t h o d  o f  c h o i c e  i n  i s o l a t i o n  a t t e m p t s .  The s u s p e n s i o n  
c u l t u r e s  a p p e a r  t o  be  mos t  u s e f u l  f o r  t h e  s u b s e q u e n t  p r o p a g a t i o n  o f  
a b o r t i g e n i c  s t r a i n s ,  a l l o w i n g  t h e  p r o d u c t i o n  o f  l a r g e  a m o u n t s  o f  
c h l a m y d i a l  a n t i g e n s  r e q u i r e d  f o r  a n t i g e n i c  and s e r o e p i d e m i o l o g i c a l  
s t u d i e s ,  a s  w e l l  a s  f o r  v a c c i n e  p r e p a r a t i o n .
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TABLE I I I . l  I n f e c t i v i t y  o f  D i f f e r e n t  S t r a i n s  o f  C_. p s i t t a c i  f o r  
S u s p e n s i o n  C u l t u r e s  o f  L - c e l l s .
C h l a m y d i a l
S t r a i n ■jVB i o t y p e
I n f e c t  i v i t v  
1 s t  p a s s a g e t
i n  L -5 b  C e l l s  
2nd p a s s a g e d
B-577 1 7 0§ >95
EBA-59-795 1 60 >95
LW-613 2 35 <1
6 6 - P - 1 3 0 3 6 ND
L-71 4 10 <1
S-45 5 3 ND
F e l i n e  
P n e u m o n i t  i s 7 50 <1
G u i n e a  P i g  
I n d u s  i o n -  
c o n  j u n c t i v i t i s  8 1 ND
* B i o t y p e  d e t e r m i n e d  by S p e a r s  and S t o r z  ( 1 9 7 9 ) .
t  F r e s h l y  h a r v e s t e d  y o l k  s a c s  o f  c h i c k e n  e m b r y o s  i n f e c t e d  w i t h  
t h e  d i f f e r e n t  c h l a m y d i a l  s t r a i n s  w e re  u s e d  f o r  t h e  i n o c u l a t i o n  
o f  s u s p e n s i o n  c u l t u r e s  o f  L - c e l l s ,  a s  d e s c r i b e d  i n  t h e  t e x t ,  
- c e l l  s u s p e n s i o n  c u l t u r e s  w e r e  i n f e c t e d  w i t h  t h e  c h l a m y d i a l
y i e l d  h a r v e s t e d  f r o m  t h e  1 s t  p a s s a g e .
§ P e r c e n t a g e  o f  L - c e l l s  w i t h  c h l a m y d i a l  i n c l u s i o n s  4 8  h  p . i . ,  
d e t e r m i n e d  by  Giem sa s t a i n .
ND = 2nd p a s s a g e  was n o t  d o n e .
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TABLE I I I  .2 R e l a t i o n s h i p  B e tw e e n  Number o f  C h l a m y d i a l  
I n c l u s i o n s  and M u l t i p l i c i t i e s  o f  I n f e c t i o n
D i l u t i o n  
o f  i n o c u l u m
Volume o f  
i n o c u l u m
T h e o r e t i c a l  
MOI ( i F U / L - c e l l )
O b s e r v e d  
T i t e r  
( I F U / 1 O O c e l l s ) *
10° 1 . 0  ml 1 76
0 .5 0 .5 45
10_1 1 . 0 0 .1 11
1 0 " 2 1 . 0 0. 01 1 . 3
*A vg .  f o r  4 0 0  c e l l s
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TABLE I I I . 3 R e l a t i v e  E f f i c i e n c y  o f  C h l a m y d i a l  A d s o r p t i o n  
a t  Two D i f f e r e n t  T e m p e r a t u r e s .
S am p le
T e m p e r a t u r e  o f  
A d s o r p t  i o n
I n c l u s  i o n s /  
100 c e l l s * % o f  c o n t r o l
C o n t r o l 37°C 60 100
T e s t  i n o c u l u m ^ 4°C 41 70
37°C 26 4 0
* A v e r a g e  o f  a t  l e a s t  2 0 0  c e l l s
t  The i n o c u l u m  was  t i t r a t e d  f i r s t  a t  4°C and t h e n  r e t i t r a t e d  
a t  37°C a s  d e s c r i b e d  i n  t h e  t e x t .
TABLE I I I . 4 C o m p a r a t i v e  I n f e c t i v i t y  o f  C. p s i t a c c i  B577 
U n d e r  D i f f e r e n t  C o n d i t i o n s  o f  A d s o r p t i o n  (No C y c l o h e x i m i d e ) .
 Type o f _A d s o r p t i o n ___________________
MOI S u s p e n s i o n  S t a t i o n a r y  C e n t r i f u g a t i o n
( I F U / L - c e l 1)______________________________________________________________
1 40*
1 . 2 5  45
1 .25 8 0
0 . 5  23
0 .2 5  17
0 . 2 5  4 0
0 .1  5
0 . 0 2 5  1
0 . 0 2 5  10
0.01 <1
*Avg.  n o .  o f  i n c l u s i o n s / 1 0 0  c e l l s  f o r  3 0 0  c e l l s .
SUSPENSION CELL CULTURE 
5 0 0 X G - 5 ’ I
SUPERNATANT CELL PELLET
5 MLS P B S N P 4 0 -1 5 ’ 
15 MLS PBS ADDED 
5 0 0 X G -5 ’10 ,000X G -30 ’








F i g u r e  I I I . l .  P r o c e d u r e  f o r  h a r v e s t i n g  c h l a m y d i a - i n f e c t e d  s u s p e n s i o n  
c e l l  c u l t u r e s .
C H L A M Y D I A L
S T O C K
( 1 0 2 DI L. )
1 0 O u l
L - C E L L  S U S P E N S I O N
1 0 6 C E L L S / m l  
1 0  m l s / F L A S K
1 0 0  RP M
1 . 5 h - 3 7 ° C
— 3 ■— -
— • -— -
2 4 h - 3 7 ° C
1 X 1 0 3 C E L L S  
1 . 5 m l s  1 9 9  +  C Y C L O .
D E T E R M I N E  A V E R A G E  
N U M B E R  O F  I N C L U S I O N S  
P E R  1 0 0  C E L L S  
( G I E M S A  S T A I N )
F i g u r e  I I I . 2 .  P r o c e d u r e  u s e d  f o r  t i t r a t i n g  c h l a m y d i a l  i n f e c t i v i t y  i n  









W A S H
S T A T I O N A R Y TRYPSI NIZE 2x  j Q 
CELLS
C E L L S
W A S H
C E N T R I F U G E
3 0 ' - 2 0 0 0 x g - 3 7 ° C WASH
G I E M S A  S T A I N
F i g u r e  I I I . 3 .  P r o c e d u r e s  u s e d  t o  c o m p a r e  t h e  i n f e c t i v i t y  o f  C. p s i t t a c i  
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W a ym ou th ' s  
Medium (— ) 
36h
Medium
1 9 9 ( ----- )
36h  
1.45 x 10
doubling t ime (dt)  
Sa tu ra t io n  dens i ty  (Sd)
0 1 2 3 4 5 6 8 97
Days
F i g u r e  I I I . 4 .  G ro w th  c u r v e s  o f  n o n - i n f e c t e d  L - c e l l s  s u s p e n d e d  i n  W a y m o u t h ' s  
medium o r  i n  medium 199.
o
F i g u r e  I I I . 5 .  C h l a m y d i a l  i n c l u s i o n s  24 h  p o s t - i n o c u l a t i o n  o f  
L - c e l l s  i n  s u s p e n s i o n ,  w i t h  C . p s i t t a c i  B577.  
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F i g u r e  I I I . 6 .  C y t o c i d a l  e f f e c t  o f  C_. p s i t t a c i  B577 f o r  
s u s p e n s i o n  L - c e l l  c u l t u r e s  i n f e c t e d  w i t h  
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Multiplicity of Infection (IFU/L-cell)
F i g u r e  I I I . 7.  I n f e c t i v i t y  t i t e r s  o b t a i n e d  w i t h  C. p s i t t a c i  B577 u n d e r  
3 d i f f e r e n t  c o n d i t i o n s  o f  a d s o r p t i o n .
CHAPTER IV: PERSISTENT INFECTION OF L-CELLS WITH AN OVINE ABORTION
STRAIN OF CHLAMYDIA PSITTACI
I V .A .  INTRODUCTION
C h l a m y d i a l  a g e n t s  a r e  o b l i g a t e  i n t r a c e l l u l a r  p a r a s i t e s  o f  
p r o k a r y o t i c  n a t u r e .  They m u l t i p l y  w i t h i n  t h e  c y t o p l a s m  o f  e u k a r y o t i c  
c e l l s  w h e r e  t h e y  u n d e r g o  a  u n i q u e  d e v e l o p m e n t a l  c y c l e  ( 5 6 , 1 0 6 , 1 8 5 ) .  
T h e s e  o r g a n i s m s  a r e  w i d e l y  d i s t r i b u t e d  i n  n a t u r e ,  a n d  t h e i r  i m p o r t a n c e  
a s  a g e n t s  o f  d i s e a s e  b o t h  i n  man and i n  d o m e s t i c  a n i m a l s  i s  w e l l  
d o c u m e n t e d  ( 1 4 8 , 1 7  0 , 1 7 5 ) .
C h l a m y d i a l  a g e n t s  t h a t  i n f e c t  d o m e s t i c  mammals can  i n d u c e  a l a r g e  
v a r i e t y  o f  c l i n i c a l  c o n d i t i o n s  s u c h  a s  a b o r t i o n  an d  o t h e r  g e n i t a l  
i n f e c t i o n s ,  e n t e r i t i s ,  p o l y a r t h r i t i s ,  c o n j u n c t i v i t i s ,  e n c e p h a l i t i s  and 
p n e u m o n i a  ( 1 7 5 ) .  An i m p o r t a n t  s t a t e  o f  t h e  h o s t - p a r a s i t e  i n t e r a c t i o n  
i n  some o f  t h e s e  c h l a m y d i a l  i n f e c t i o n s  i s  t h e  p e r s i s t e n t ,  c l i n i c a l l y  
i n a p p a r e n t  i n t e s t i n a l  i n f e c t i o n ,  w h i c h  p l a y s  a  s i g n i f i c a n t  r o l e  i n  
s p r e a d i n g  t h e  o r g a n i s m  w i t h i n  a n i m a l  p o p u l a t i o n s  ( 5 3 , 1 2 9 , 1 3 6 , 1 5 9 , 1 6 8 ,  
1 6 9 ) .  V e r y  l i t t l e  i s  known a b o u t  t h e  m e c h a n i s m s  o f  p e r s i s t e n c e  a t  t h e  
c e l l u l a r  l e v e l  i n  t h e  i n f e c t e d  a n i m a l s ,  and s i m p l e r  m o d e l s  a r e  
d e s i r a b l e  f o r  d e t a i l e d  s t u d y .
A few c e l l  c u l t u r e  m o d e l s  o f  C h l a m y d i a  p s i t t a c i  ( C. p s i t t a c i ) 
p e r s i s t e n c e  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  ( 2 , 6 , 2 7 , 6 9 , 1 2 5 ) .  How ever ,  i n  m o s t  
i n s t a n c e s ,  t h e  c u l t u r e s  w e r e  d e p r i v e d  o f  i m p o r t a n t  m e t a b o l i t e s  f o r  
c h l a m y d i a l  m u l t i p l i c a t i o n ,  an d  t h e  p e r s i s t e n t  s t a t e  was l o s t  a f t e r  
c o r r e c t i o n  o f  t h e  n u t r i e n t  d e f i c i e n c y  ( 2 , 6 , 6 9 ) .  R e c e n t l y ,  M o u l d e r  e t . 
a l .  ( 1 1 3 )  d e s c r i b e d  a  p e r s i s t e n t  i n f e c t i o n  o f  L - c e l l s  w i t h  t h e  6BC 
s t r a i n  o f  C. p s i t t a c i  i n  w h i c h  a h y p o t h e t i c a l  c r y p t i c  bo d y  p l a y e d  a key
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r o l e  i n  p e r p e t u a t i n g  t h e  i n f e c t i o n  f o r  i n d e f i n i t e  p e r i o d s  o f  t i m e .  
B e c a u s e  d i f f e r e n t  s t r a i n s  o f  C. p s i t t a c i  b e h a v e  d i f f e r e n t l y  i n  c u l t u r e d  
c e l l s  ( 1 6 2 , 1 6 3 ) ,  c h l a m y d i a e  o f  d i f f e r e n t  p a t h o g e n i c  p r o p e r t i e s  may 
e s t a b l i s h  p e r s i s t e n t  i n f e c t i o n s  by u n i q u e  m e c h a n i s m s .  The o b j e c t i v e  o f  
t h i s  i n v e s t i g a t i o n  was  t o  d e v e l o p  i n  v i t r o  m e t h o d s  o f  p e r s i s t e n c e  w i t h  
a b o r t i g e n i c  and  a r t h r o p a t h o g e n i c  c h l a m y d i a l  s t r a i n s  o f  o v i n e  an d  b o v i n e  
o r i g i n ,  u s i n g  t h e  a p p r o a c h  o f  M o u l d e r  e t . a l . ( 1 1 3 ) .
I V . B . MATERIALS AND METHODS
I V . B . l .  Gro w th  o f  Norm al  L - c e l l s . The c l o n e  5b o f  L - c e l l s  (mouse  
f i b r o b l a s t s )  was  k i n d l y  p r o v i d e d  by D r .  J .  M o u l d e r  o f  t h e  U n i v e r s i t y  o f  
C h i c a g o .  The c e l l s  w e r e  g ro wn and m a i n t a i n e d  a s  s u s p e n s i o n  c u l t u r e s  as 
d e s c r i b e d  by  H a t c h  ( 6 9 )  i n  medium 199 s u p p l e m e n t e d  w i t h  5% f e t a l  c a l f  
s e r u m  an d  c o n t a i n i n g  12 mM s o d iu m  b i c a r b o n a t e ,  2 0 0  u g  o f  s t r e p t o m y c i n  
s u l f a t e  a n d  75 ug o f  V a n co m y c in  p e r  ml ( g r o w t h  m e d iu m ) .
I V . B . 2 .  P r o p a g a t i o n  o f  C h l a m y d i a e .  The R577 s t r a i n  o f  C. 
p s i t t a c i , o r i g i n a l l y  i s o l a t e d  f r o m  a n  a b o r t e d  lamb ( 1 6 9 ) ,  was u s e d  i n  
t h e s e  i n v e s t i g a t i o n s .  T h i s  s t r a i n  h ad  b e e n  p a s s a g e d  33 t i m e s  i n  t h e  
y o l k  s a c s  o f  c h i c k e n  e m b ry o s  b e f o r e  i t  was a d a p t e d  t o  m u l t i p l y  i n  
s u s p e n s i o n  c u l t u r e s  o f  L - c e l l s  as  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y  ( s e e  C h a p t e r  3 ) .  
L - c e l 1 - p r o p a g a t e d  c h l a m y d i a l  s t o c k s  w e r e  o b t a i n e d  by h a r v e s t i n g  
i n f e c t e d  s u s p e n s i o n  c u l t u r e s  48 h p o s t - i n o c u l a t i o n  a s  d e s c r i b e d  by 
H a t c h  ( 6 9 ) .  The LW613 c h l a m y d i a l  s t r a i n ,  o r i g i n a l l y  i s o l a t e d  f r o m  a 
c a l f  s u f f e r i n g  f r o m  p o l y a r t h r i t i s  ( 1 7 8 )  was  u s e d  i n  l i m i t e d  t r i a l s .
T h i s  s t r a i n  was i n  t h e  1 8 t h  c h i c k e n  em bry o p a s s a g e ,  and  we d i d  n o t  
s u c c e e d  i n  a d a p t i n g  i t  t o  m u l t i p l y  i n  s u s p e n s i o n  L - c e l l  c u l t u r e s .
I V . B . 3 .  T i t r a t i o n  o f  C h l a m y d i a l  I n f e c t i v i t y .  To d e t e r m i n e  t h e
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t i t e r s  o f  B577 c h l a m d y d i a l  i n f e c t i v i t y ,  n o r m a l  L - c e l l s  w e r e  i n f e c t e d  in  
s u s p e n s i o n  a n d  s e e d e d  o n t o  c o v e r  s l i p  v i a l s  ( 1 6 3 )  a t  c o n v e n i e n t  
d e n s i t i e s  ( 4 - 8  x 104 c e l l s /  cm ^ ) .  The c e l l s  w e re  G i e m s a - s t a i n e d  24 
h l a t e r ,  an d  t h e  t i t e r  o f  t h e  o r i g i n a l  i n o c u l u m  was e x p r e s s e d  a s  
c h l a m y d i a l  i n c l u l s i o n  f o r m i n g  u n i t s  ( IFU) p e r  m l .  I n f e c t i v i t y  t i t e r s  
o f  t h e  LW613 s t r a i n  i n  L - c e l l s  w e re  n o t  d e t e r m i n e d .
I V . B . 4 .  E s t a b l i s h m e n t  and M a i n t e n a n c e  o f  L - c e l l s  P e r s i s t e n t l y  
I n f e c t e d  w i t h  C. p s i t t a c i  B 5 7 7 . L - c e l l s  p e r s i s t e n t l y  i n f e c t e d  w i t h  t h e  
B577 s t r a i n  o f  Ĉ _ p s i t t a c i  w e re  o b t a i n e d  u s i n g  t h e  m e th o d  d e s c r i b e d  by 
M o u l d e r  e t .  a l .  ( 1 1 3 ) .  B r i e f l y ,  s u s p e n s i o n  c u l t u r e s  w e r e  i n f e c t e d  w i t h  
a MOI o f  5 - 1 0  c h l a m d y d i a l  IFU p e r  L - c e l l ,  s e e d e d  i n t o  25 cm^ f l a s k s  
( 2  x  10^ c e l l s  p e r  f l a s k )  t o  a l l o w  t h e  f o r m a t i o n  o f  m o n o l a y e r s ,  and 
i n c u b a t e d  a t  37°C i n  5% CO2  u n t i l  >90% o f  t h e  c e l l s  w e r e  d e s t r o y e d  
t h r o u g h  c y t o c i d a l  c h l a m y d i a l  m u l t i p l i c a t i o n  ( w i p e - o u t ) .  At t h i s  p o i n t ,  
t h e  f l a s k s  w e r e  r i n s e d  t w i c e  w i t h  E a r l e ' s  b a l a n c e d  s a l t  s o l u l t i o n  and 
r e i n c u b a t e d  i n  f r e s h  g r o w t h  medium t o  a l l o w  r e g r o w t h  o f  s u r v i v i n g  
L - c e l l s .  D e v e l o p i n g  c o l o n i e s  w e re  d i s p e r s e d  w i t h  0 . 5  m i s  o f  a s o l u t i o n  
o f  0.1% t r y p s i n  ( 1 : 2 5 0  t r y o s i n ,  D i f c o ,  D e t r o i t ,  M i c h . )  a n d  0.4% EDTA i n  
E a r l e ' s  b a l a n c e d  s a l t  s o l u t i o n  an d r e i n c u b a t e d  i n  t h e  same f l a s k .  Upon 
r e g r o w t h  t o  c o n f l u e n c y ,  t h e  c e l l s  w e r e  t r y p s i n i z e d  a s  d e s c r i b e d  ab o v e  
an d  s e e d e d  a t  a 1 : 5  r a t i o  i n  new f l a s k s .  D a u g h t e r  f l a s k s  w e r e  d i v i d e d  
i n  a s i m i l a r  m a n n e r  a t  i n t e r v a l s  o f  5 - 7  d a y s  u n t i l  t h e  c e l l s  w e r e  
w i p e d - o u t  a g a i n  and  a new r e p o p u l a t i o n  c y c l e  b e g a n .
A t t e m p t s  t o  e s t a b l i s h  p e r s i s t e n t  i n f e c t i o n s  w i t h  t h e  LW613 s t r a i n  
w e r e  d o n e  by i n f e c t i n g  m o n o l a y e r s  o f  L - c e l l s  w i t h  s u s p e n s i o n s  o f  
f r e s h l y - h a r v e s t e d  y o l k  s a c s  o f  i n f e c t e d  c h i c k e n  e m b r y o s .  I n f e c t i o n  o f  
t h e  m o n o l a y e r s  was e n h a n c e d  u s i n g  c e n t r i f u g a t i o n  and c y c l o h e x i m i d e
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t r e a t m e n t s  ( 1 6 3 ) .
I V . B . 5.  D e t e r m i n a t i o n  o f  R a t e s  o f  I n f e c t i o n  i n  L - c e l l s  
P e r s i s t e n t l y  I n f e c t e d  w i t h  C. p s i t t a c i  B 5 7 7 . The p e r c e n t a g e  o f  
p e r s i s t e n t l y  i n f e c t e d  c e l l s  b e a r i n g  c h l a m y d i a l  i n c l u s i o n s  a t  an y  g i v e n  
t i m e  was d e t e r m i n e d  by  G i e m s a - s t a i n i n g  s m a l l  a l i q u o t s  o f  c e l l s .  
A l t e r n a t i v e l y ,  t h e  p e r c e n t a g e  o f  p e r s i s t e n t l y  i n f e c t e d  c e l l s  c o n t a i n i n g  
c h l a m y d i a l  a n t i g e n s  was  d e t e r m i n e d  by an  i n d i r e c t  f l u o r e s c e n t  a n t i b o d y  
(FA) r e a c t i o n .  A l i q u o t s  o f  c e l l s  s e e d e d  o n t o  4 - c h a m b e r e d  s l i d e s  
( L a b - T e k ,  M i l e s  L a b . ,  N a p e r v i l l e ,  1 1 1 . )  w e re  t r e a t e d  w i t h  a h y p e r im m u n e  
r a b b i t  s e r u m  ( a n t i  C. p s i t t a c i  B577) an d  a c o m m e r c i a l  F I T C - l a b e l l e d  
g o a t  a n t i - r a b b i t  gamma g l o b u l i n e s  c o n j u g a t e  ( U . S .  B i o c h e m i c a l  C o r p . ,  
C l e v e l a n d ,  O h i o ) .
I V . B . 6. T r e a t m e n t  o f  P e r s i s t e n t l y  I n f e c t e d  L - c e l l s  w i t h  
P e n i c i l l i n . L - c e l l s  p e r s i s t e n t l y  i n f e c t e d  w i t h  B577 c h l a m y d i a e  w e r e  
s e e d e d  o n t o  s i x  25 cm^ f l a s k s .  One f l a s k  s e r v e d  a s  a n o n - t r e a t e d  
c o n t r o l ,  an d  t h e  r e m a i n i n g  f l a s k s  r e c e i v e d  .100 IU o f  p e n i c i l l i n  C p e r  
m l .  o f  medium f o r  1 ,  2 ,  4 ,  3 and  16 d a y s  r e s p e c t i v e l y .  The c e l l s  were  
m a i n t a i n e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e  u n t i l  t h e  m o n o l a y e r  was w i p e d - o u t ,  o r  f o r  
a  maximum o f  two m o n t h s .
I V . B . 7 .  T r e a t m e n t  o f  P e r s i s t e n t l y  I n f e c t e d  L - c e l l s  w i t h  
C y c l o h e x i m i d e  and C e n t r i f u g a t i o n .  L - c e l l s  p e r s i s t e n t l y  i n f e c t e d  w i t h  
B577 c h l a m y d i a e  w e r e  s e e d e d  o n t o  24 c o v e r s l i p  v i a l s  ( 1 6 2 )  a t  a  d e n s i t y  
o f  5 x  10^ c e l l s  p e r  v i a l  and i n c u b a t e d  a t  37°C in  5% CO2 .
T w e n t y - f o u r  h o u r s  l a t e r  t h e  v i a l s  w e r e  d i v i d e d  i n t o  4 g r o u p s  o f  6 v i a l s  
e a c h .  The f i r s t  g r o u p  s e r v e d  a s  a n o n - t r e a t e d  c o n t r o l .  The s e c o n d  
g r o u p  was c e n t r i f u g e d  a t  2 0 0 0  x g f o r  3 0  m i n u t e s  a t  37°C .  V i a l s  f r o m  
t h e  t h i r d  g r o u p  r e c e i v e d  e a c h  1 ml o f  g r o w t h  medium w i t h  4 ug  o f
48
c y c l o h e x i m i d e  p e r  m l . ,  an d  t h e  f o u r t h  g r o u p  was  c e n t r i f u g e d  and t r e a t e d  
w i t h  c y c l o h e x i m i d e  a s  d e s c r i b e d  f o r  g r o u p s  two and t h r e e  r e s p e c t i v e l y .  
The c o v e r s l i p s  o f  2 v i a l s  o f  e a c h  g r o u p  w e r e  G i e m s a - s t a i n e d  a t  2 4 ,  48 
and  72 h p o s t - t r e a t m e n t ,  and t h e  p r e c e n t a g e  o f  c e l l s  w i t h  i n c l u s i o n s  
was d e t e r m i n e d .
I V . B . 8 .  S t a t i o n a r y  a n d  C e n t r i f u g e - a s s i s t e d  S u p e r i n f e c t i o n  o f  
L - c e l l s  P e r s i s t e n t l y  I n f e c t e d  w i t h  C. p s i t t a c i  B 577 .  P e r s i s t e n t l y  
i n f e c t e d  L - c e l l s  w e r e  s e e d e d  i n t o  25 mm P e t r i - d i s h e s  a t  a d e n s i t y  o f  2 
x 10^ c e l l s  p e r  d i s h  and i n c u b a t e d  a t  37°C i n  5% CC^. T w e n t y - f o u r  
h o u r s  l a t e r ,  t h e  d i s h e s  w e r e  d i v i d e d  i n t o  d i f f e r e n t  g r o u p s  (2  d i s h e s  
p e r  t r e a t m e n t )  a n d  s u p e r i n f e c t e d  w i t h  an MOI o f  3 - 5  I F U / L - c e l l  o f  w i l d  
t y p e  B577 c h l a m y d i a e .  F o r  t h e  s t a t i o n a r y  s u p e r i n f e c t i o n ,  t h e  i n o c u l u m  
(1 m l )  was a l l o w e d  t o  a d s o r b  f o r  1 . 5  h a t  3 7 ° C ,  w h i l e  a d s o r p t i o n  t o o k  
p l a c e  a t  2 0 0 0  x  g f o r  3 0  m i n .  a t  37°C i n  t h e  c e n t r i f u g e - a s s i s t e d  
s u p e r i n f e c t i o n .  A f t e r  a d s o r p t i o n ,  t h e  c u l t u r e s  w e re  w a sh e d  o n c e  w i t h  
D u l b e c c o ' s  p h o s p h a t e  b u f f e r  s o l u t i o n ,  and  f r e s h  g r o w t h  medium was 
a d d e d .  A l l  s a m p l e s  w e r e  G i e m s a - s t a i n e d  48  h  p o s t - s u p e r i n f e c t i o n ,  and 
t h e  nu m b er  o f  c h l a m y d i a l  i n c l u s i o n s  p e r  1 0 0  c e l l s  w e re  d e t e r m i n e d .
I V . B . 9 .  C y c l o h e x i m i d e  T r e a t m e n t  o f  P e r s i s t e n t l y  I n f e c t e d  L - c e l l s  
A f t e r  S t a t i o n a r y  an d  C e n t r i f u g e - a s s i s t e d  S u p e r i n f e c t i o n . P e t r i - d i s h e s  
w e re  s e e d e d  w i t h  p e r s i s t e n t l y  i n f e c t e d  L - c e l l s  as d e s c r i b e d  i n  t h e  
p r e v i o u s  s e c t i o n .  The c e l l s  w e re  s u p e r i n f e c t e d  w i t h  a MOI o f  0 . 2 5 - 0 . 5  
I F U / L - c e l l  o f  w i l d  t y p e  C. p s i t t a c i  B577 and  2 ug  o f  c y c l o h e x i m i d e  p e r  
ml w e r e  a d d e d  i n  t h e  g r o w t h  medium.  A l l  d i s h e s  w e r e  G i e m s a - s t a i n e d  48 
h l a t e r ,  an d  t h e  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  w i t h  i n c l u s i o n s  was m e a s u r e d .
I V . B . 10 .  I n f e c t i v i t y  o f  W i ld  Type C. p s i t t a c i  B577 f o r  Normal
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L - c e l l s  and L - c e l l s  S p o n t a n e o u s l y  C u re d  f r o m  a  P e r s i s t e n t  I n f e c t i o n . 
Normal  L -5 b  c e l l s  and  L - c e l l s  s p o n t a n e o u s l y  c u r e d  f r o m  a p e r s i s t e n t  
i n f e c t i o n  w e r e  s e e d e d  i n t o  25 mm P e t r i - d i s h e s  and t h e n  i n f e c t e d  t h r o u g h  
s t a t i o n a r y  o r  c e n t r i f u g e - a s s i s t e d  a d s o r p t i o n  w i t h  and w i t h o u t  
c y c l o h e x i m i d e ,  u s i n g  a n  i n o c u l u m  o f  w i l d  t y p e  C. p s i t t a c i  B577 a d j u s t e d  
t o  i n f e c t  >50% o f  t h e  c e l l s .
I V . B . 11.  A s s a y  f o r  I n t e r f e r o n  A c t i v i t y  i n  S u p e r n a t a n t s  f r o m  C e l l  
C u l t u r e s  P e r s i s t e n t l y  I n f e c t e d  w i t h  C. p s i t t a c i  B 5 7 7 . The 
a l p h a - i n t e r f e r o n  a c t i v i t y  o f  p o o l e d  c e l l  c u l t u r e  f l u i d s  c o l l e c t e d  f r om  
p e r s i s t e n t l y  i n f e c t e d  L - c e l l s  d u r i n g  t h e  r e p o p u l a t i o n  s t a g e  was a s s a y e d  
u s i n g  n o r m a l  L - c e l l s  and v e s i c u l a r  s t o m a t i t i s  v i r u s ,  as  d e s c r i b e d  by 
H a v e l l  a n d  V i l c e k  ( 7 3 ) .
I V . B . 12.  S t a t i s t i c a l  A n a l y s i s . The s t a t i s t i c a l  s i g n i f i c a n c e  o f  
t h e  i n f e c t i v i t y  l e v e l s  o b t a i n e d  i n  p e r s i s t e n t l y  i n f e c t e d  and n o r m a l  
L - c e l l s ,  a f t e r  d i f f e r e n t  t r e a t m e n t s ,  was a s s e s s e d  w i t h  a p a i r e d  
S t u d e n t ' s  t  t e s t  ( 1 5 9 ) .
I V . C .  RESULTS
I V . C . I .  E s t a b l i s h m e n t  o f  P e r s i s t e n t  I n f e c t i o n  o f  L - c e l l s  w i t h  C. 
p s i t t a c i  B 5 7 7 . I n  a  t y p i c a l  e x p e r i m e n t ,  s u s p e n d e d  c e l l s  w e r e  i n f e c t e d  
w i t h  B577 c h l a m y d i a e  u s i n g  a  MOT. o f  5 - 1 0  I F U / L - c e l l  and t h e n  s e e d e d  in  
25 cm f l a s k s  f o r  t h e  f o r m a t i o n  o f  m o n o l a y e r s .  A b o u t  t e n  d a y s  a f t e r  
i n f e c t i o n ,  t h e  m o n o l a y e r s  w e r e  d e s t r o y e d  as a r e s u l t  o f  a  t y p i c a l  
c h l a m y d i a l  c y t o c i d a l  i n f e c t i o n .  However  a few s u r v i v i n g  c e l l s  s t a r t e d  
t o  r e p o p u l a t e  t h e  f l a s k s  u p o n  c o n t i n u e d  i n c u b a t i o n  i n  f r e s h  medium and  
r e m a i n e d  p e r s i s t e n t l y  i n f e c t e d .  The p e r s i s t e n t  i n f e c t i o n  was 
c h a r a c t e r i z e d  by p e r i o d s  o f  c e l l u l a r  r e p o p u l a t i o n  and  p e r i o d s  o f
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e x t e n s i v e  c e l l  d e s t r u c t i o n ,  a  p r o c e s s  w h i c h  M o u l d e r  e t .  a l .  ( 1 1 3 )  
r e f e r r e d  t o  a s  a w i p e - o u t  . T h i s  s e r i e s  o f  e v e n t s  o c c u r r e d  a t  r e g u l a r  
i n t e r v a l s  o f  a p p r o x i m a t e l y  3 0  d ay s  o v e r  a  1 6 7 - d a y  p e r i o d  o f  o b s e r v a t i o n  
( F i g .  I V . 1 ) .
The L - c e l l s  m o n o l a y e r s  i n f e c t e d  w i t h  LW613 s t r a i n  d e v e l o p e d  
e x t e n s i v e  c v t o p a t h i c  c h a n g e s  a f t e r  a f i r s t  r o u n d  o f  c e n t r i f u g e -  and  
c y c l o h e x i m i d e - e n h a n c e d  c h l a m y d i a l  r e p l i c a t i o n .  H o w e v e r ,  a f t e r  r e m o v a l  
o f  t h e  c y c l o h e x i m i d e  f i v e  d a y s  p o s t - i n f e c t i o n ,  t h e  c e l l s  r e g r e w  to  
c o n f l u e n c y  and t h e  i n f e c t i o n  d i s a p p e a r e d  s oon  t h e r e a f t e r .
C o n s e q u e n t l y ,  e x p e r i m e n t s  u s i n g  t h e  LW613 s t r a i n  w e r e  d i s c o n t i n u e d  a t  
t h i s  p o i n t .
The c o n d i t i o n s  w h i c h  d e t e r m i n e  t h e  m a i n t e n a n c e  o f  t h e  B577 
p e r s i s t e n t  s t a t e  w e r e  f u r t h e r  d e f i n e d  t h r o u g h  t h e  k i n e t i c s  o f  
c h l a m y d i a l  i n c l u s i o n  f o r m a t i o n  and i n f e c t i v i t y  s h o r t l y  b e f o r e  a 
w i p e - o u t .  I n i t i a l l y ,  o n l y  a  s m a l l  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  h a d  i n c l u s i o n s ,  
b u t  w i t h  t i m e  t h e  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  w i t h  i n c l u s i o n s  i n c r e a s e d  t o  a 
p o i n t  w h e r e  p r a c t i c a l l y  100% o f  t h e  c e l l s  h a d  i n c l u s i o n s .  
S i m u l t a n e o u s l y ,  b o t h  t h e  c e l l - a s s o c i a t e d  and  t h e  e x t r a c e l l u l a r  
c h l a m y d i a l  i n f e c t i v i t y  i n c r e a s e d  an d  t h e  w i p e - o u t  o c c u r r e d  ( F i g .  I V . 2 ) .  
The s t e a d y  i n c r e a s e  i n  t h e  number  o f  p e r s i s t e n t l y  i n f e c t e d  c e l l s  
b e a r i n g  c h l a m y d i a l  i n c l u s i o n s  was a l s o  m o n i t o r e d  w i t h  p h a s e  m i c r o c o p y  
i n  u n s t a i n e d ,  l i v e  c u l t u r e s .  F i g u r e  IV .3A  r e p r e s e n t s  a  s m a l l  c o l o n y  o f  
L - c e l l s  s h o r t l y  a f t e r  a w i p e - o u t .  The c e l l s  a r e  r e p o p u l a t i n g  t h e  
f l a s k .  The n um ber  o f  a p p a r e n t l y  n o r m a l  c e l l s  i s  i n c r e a s i n g ,  and o n l y  a 
f e w  c e l l s  h a v e  c h l a m y d i a l  i n c l u s i o n s .  The L - c e l l s  c o n t i n u e  g r o w i n g  
( F i g .  I V . 3 B ) ,  and  t h e  n um ber  o f  c e l l s  w i t h  i n c l u s i o n s  s t a r t s  t o  
i n c r e a s e .  F i n a l l y ,  most  c e l l s  d e v e l o p  i n c l u s i o n s ,  ( F i g .  I V . 3 C ) ,  and
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e x t e n s i v e  c y t o p a t h i c  a c t i o n  l e a d s  t o  a new w i p e - o u t .
I V . C . 2 .  E f f e c t  o f  P e n i c i l l i n  G on t h e  O n s e t  o f  a W i p e - o u t  i n  
L - c e l l s  P e r s i s t e n t l y  I n f e c t e d  w i t h  C. p s i t t a c i  B 5 7 7 . I n  o r d e r  t o  
d e t e r m i n e  f o r  how l o n g  t h e  w i p e - o u t  c o u l d  be d e l a y e d  b e f o r e  t h e  
p e r s i s t e n t  s t a t e  was l o s t ,  we t o o k  a d v a n t a g e  o f  t h e  c h l a m v d i o s t a t i c  
e f f e c t  o f  p e n i c i l l i n .  C e l l s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  100 I U . o f  p e n c i l l i n  G 
p e r  m l .  o f  med ium f o r  1,  2 ,  4 ,  8 a n d  16 d a y s  ( F i g .  I V . 4 ) .  One day  o f  
p e n i c i l l i n  t r e a t m e n t  h a d  no e f f e c t  on t h e  o n s e t  o f  t h e  w i p e - o u t  when 
c o m p a r e d  w i t h  t h e  n o n - t r e a t e d  c o n t r o l s .  T r e a t m e n t  f o r  2 d a y s  d e l a y e d  
t h e  w i p e - o u t  5 d a y s ,  w h i l e  t r e a t m e n t s  o f  4 an d  8 d a y s  t h e  p e r s i s t e n t  
s t a t e  was  l o s t ,  an d  t h e  c u l t u r e s  w e re  c u r e d  f r o m  t h e  c h l a m y d i a l  
i n f e c t  i o n .
To e x p l a i n  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  a f t e r  2 ,  4 a n d  p a r t i c u l a r l y  8 d a y s  
o f  p e n i c i l l i n  t r e a t m e n t ,  w h e r e  t h e  num ber  o f  c e l l s  w i t h  i n c l u s i o n s  
d e c l i n e d  t o  b a r e l y  d e t e c t a b l e  l e v e l s  and r e a p p e a r e d  soon  a f t e r  r e m o v a l  
o f  t h e  p e n i c i l l i n ,  we h y p o t h e s i z e d  t h a t  a c h l a m y d i a l  v a r i a n t  b e t t e r  
s u i t e d  f o r  c o e x i s t e n c e  w i t h  t h e  L - c e l l s  h ad  b e e n  s e l e c t e d  d u r i n g  
e s t a b l i s h m e n t  o f  t h e  p e r s i s t e n t  i n f e c t i o n .  T h i s  h y p o t h e s i s  was  t e s t e d  
by  s t u d y i n g  t h e  a d s o r b i n g  p r o p e r t i e s  o f  t h e  c h l a m y d i a l  s t r a i n  a f t e r  7 . 5  
m o n t h s  o f  p e r s i s t e n c e  ( T a b l e  I V . 1 ) .  W i ld  t y p e  c h l a m y d i a e  g av e  h i g h e r  
i n f e c t i v i t y  t i t e r s  when t h e  a d s o r b i n g  med ium was s u c r o s e - p h o s p h a t e  
b u f f e r  ( 1 6 )  r a t h e r  t h a n  g r o w t h  med ium,  b u t  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  t i t e r s  
w e r e  o b s e r v e d  i n  p r e s e n c e  o f  t h e  g r o w t h  medium when t h e  p e r s i s t e n t  B577 
s t r a i n  was  u s e d .  A c c o r d i n g l y ,  t h e  p e r s i s t e n t  m u t a n t  s t r a i n  c o u l d  
s p r e a d  o u t  and k i l l  L - c e l l  m o n o l a y e r s  more  e f f i c i e n t l y  t h a n  t h e  w i l d  
t y p e  ( T a b l e  I V . 2 ) .
I V . C . 3 .  I m m u n o f l u o r e s c e n t  R e a c t i o n  o f  L - c e l l s  P e r s i s t e n t l y
I n f e c t e d  w i t h  C. p s i t t a c i  B 5 7 7 . To s t u d y  t h e  r e p o p u l a t i o n  s t a g e  o f  t h  
p e r s i s t e n t  i n f e c t i o n ,  i n d i r e c t  f l u o r e s c e n t  a n t i b o d y  t e s t  c a p a b l e  o f  
d e t e c t i n g  a l l  d e v e l o p m e n t a l  s t a g e s  o f  c h l a m y d i a e  was u s e d .  In  some 
i n s t a n c e s ,  o n l y  t y p i c a l  c h l a m y d i a l  i n c l u s i o n s  w e r e  o b s e r v e d  ( F i g .
I V . 5 A ) ,  a n d  t h e  p e r c e n t a g e  o f  i n f e c t e d  c e l l s  c o r r e l a t e d  w i t h  t h a t  
o b t a i n e d  w i t h  t h e  G iem s a  s t a i n .  On o t h e r  o c c a s i o n s ,  t h e  FA t e s t  
r e v e a l e d  a n  a d d i t i o n a l  c o m p o n e n t .  C e l l s  w i t h  t y p i c a l  c h l a m y d i a l  
i n c l u s i o n s  w e r e  f o u n d ,  b u t  v a r i o u s  n u m b e r s  o f  c e l l s  w i t h  p a r t i c u l a t e  
c h l a m y d i a l  a n t i g e n s  ( p r e s u a b l y  e l e m e n t a r y  b o d i e s )  on t h e  c e l l  s u r f a c e  
w e r e  a l s o  p r e s e n t  ( F i g .  I V . 5 B ) .  T h i s  p a t t e r n  o f  f l u o r e s c e n c e  d i d  n o t  
c o r r e l a t e  w i t h  t h e  G iem sa  s t a i n  and c o u l d  be  o b s e r v e d  f o r  s e v e r a l  d a y s  
l o n g  b e f o r e  t h e  w i p e - o u t  o c c u r r e d .
I V . C . 4 .  E f f e c t  o f  C y c l o h e x i m i d e  and  C e n t r i f u g a t i o n  on  L - c e l l s  
P e r s i s t e n t l y  I n f e c t e d  w i t h  C. p s i t t a c i  P 5 7 7 . The o b s e r v a t i o n s  made 
w i t h  t h e  FA t e s t  s u g g e s t e d  t h a t  d u r i n g  r e p o p u l a t i o n , t h e  L - c e l l s  go 
t h r o u g h  a  p e r i o d  o f  r e s i s t a n c e  i n  w h i c h  t h e y  c a n  a d s o r b  e l e m e n t a r y  
b o d i e s ,  b u t  do n o t  a p p e a r  t o  p e r m i t  c h l a m y d i a l  m u l t i p l i c a t i o n  and 
f o r m a t i o n  o f  i n c l u s i o n s .
T h i s  h y p o t h e s i s  was t e s t e d  by m a n i p u l a t i n g  t h e  c u l t u r e s  i n  ways  
w h i c h  a r e  n o r m a l l y  u s e d  t o  e n h a n c e  c h l a m y d i a l  i n f e c t i v i t y .  We s t u d i e d  
t h e  e f f e c t  o f  c y c l o h e x i m i d e  and c e n t r i f u g a t i o n  on t h e  p e r c e n t a g e  o f  
c e l l s  w i t h  i n c l u s i o n s .
I n  t h e  e x p e r i m e n t  i l l u s t r a t e d  i n  F i g .  I V . 6 ,  a b o u t  15% o f  t h e  c e l l s  
h a d  i n c l u s i o n s  a s  d e t e r m i n e d  by t h e  Giem sa s t a i n ,  b u t  80% o f  t h e  c e l l s  
w e r e  FA p o s i t i v e  when b o t h  c e l l s  w i t h  i n c l u s i o n s  and c e l l s  w i t h  s u r f a c  
f l u o r e s c e n c e  w e r e  a c c o u n t e d  f o r .  No s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  ( P > 0 . 0 5 )  
w e r e  f o u n d  b e t w e e n  t h e  c o n t r o l  c e l l s  and t h e  c e l l s  t h a t  were
53
c e n t r i f u g e d .  H o w e v e r ,  when t h e  c e l l s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  e y e l o h e x i m i d e  
a l o n e  o r  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  c e n t r i f u g a t i o n ,  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  
d i f f e r e n c e s  ( P < 0 . 0 5  a n d  P < 0 . 0 0 5  r e s p e c t i v e l y )  w e re  o b s e r v e d  ( F i g .  I V . 6 
and  T a b l e  I V . 3 ) .  I n  p a r t i c u l a r ,  t h e  c o m b in e d  t r e a t m e n t  b o o s t e d  t h e  
p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  w i t h  i n c l u s i o n s  t o  a b o u t  80%, w h i c h  i s  t h e  
p e r c e n t a g e  o f  L - c e l l s  t h a t  w e re  p o s i t i v e  by  i m m u n o f l u o r e s c e n c e  a t  t h e  
b e g i n n i n g  o f  t h e  e x p e r i m e n t .
I V . C . 5 .  S u p e r i n f e c t i o n  o f  L - c e l l s  P e r s i s t e n t l y  I n f e c t e d  w i t h  C. 
p s i t t a c i  B 5 7 7 . R e s u l t s  o f  t h e  e x p e r i m e n t  o u t l i n e d  i n  F i g .  I V . 6 
i n d i c a t e d  t h a t  t h e  p e r s i s t e n t l y  i n f e c t e d  c e l l s  a p p e a r  t o  go t h r o u g h  a 
p e r i o d  o f  p a r t i a l  n o n - p e r m i s s i v e n e s s  w h i c h  c a n  be a l t e r e d  by 
m a n i p u l a t i o n  w i t h  c y c l o h e x i m i d e  and c e n t r i f u g a t i o n .  To f u r t h e r  a s s e s s  
t h e  e x t e n t  o f  t h e  n o n - p e r m i s s i v e  s t a t e ,  m o n o l a y e r s  o f  p e r s i s t e n t l y  
i n f e c t e d  c e l l s  w e r e  s u p e r i n f e c t e d  w i t h  known MOI o f  w i l d  t y p e  C. 
p s i t t a c i  B577.  The r e s u l t s  o f  t h e s e  e x p e r i m e n t s  a r e  s u m m a r i z e d  i n  
T a b l e s  I V . 4 and I V . 5 .  P e r s i s t e n t l y  i n f e c t e d  c e l l s  s u p e r i n f e c t e d  i n  t h e  
a b s e n c e  o f  c y c l o h e x i m i d e  ( T a b l e  I V . 4 )  w e re  s i g n i f i c a n t l y  l e s s  
s u s e c p t i b l e  when c o m p a r e d  t o  t h e  n o r m a l  L - c e l l  p o p u l a t i o n .  When 
c y c l o h e x i m i d e  was a d d e d  t o  t h e  g r o w t h  m ed ium,  d i f f e r e n c e s  i n  
s u s c e p t i b i l i t y  w e r e  n o t  o b s e r v e d  ( T a b l e  I V . 5 ) .
I V . C . 6.  S u s c e p t i b i l i t y  o f  Norm al  L - c e l l s  an d  L - c e l l s  S p o n t a n e o u s l y  
C u r e d  f r o m  a  P e r s i s t e n t  I n f e c t i o n  t o  C. p s i t t a c i  R 5 7 7 . I n  o r d e r  t o  
d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  d i f f e r e n c e s  i n  s u s c e p t i b i l i t y  b e t w e e n  t h e  
p e r s i s t e n t l y  i n f e c t e d  and  t h e  n o r m a l  L - c e l l  p o p u l a t i o n s  w e re  due t o  t h e  
s e l e c t i o n  o f  a more r e s i s t a n t  c e l l  t y p e  d u r i n g  e s t a b l i s h m e n t  o f  t h e  
p e r s i s t e n t  i n f e c t i o n ,  t h e  s u s c e p t i b i l i t y  o f  n o r m a l  L -5 b  and 
s p o n t a n e o u s l y  c u r e d  L - c e l l s  was c o m p a r e d .  As i n d i c a t e d  i n  T a b l e  I V . 6,
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t h e i r  s u s c e p t i b i l i t y  was n o t  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  u n d e r  f o u r  
c o n d i t i o n s  o f  i n f e c t i o n .
I V . C . 7.  I n t e r f e r o n  A c t i v i t y  i n  S u p e r n a t a n t s  o f  C e l l  C u l t u r e s  
P e r s i s t e n t l y  I n f e c t e d  w i t h  C. p s i t t a c i  B 5 7 7 . P o o l e d  s a m p l e s  o f  c e l l  
c u l t u r e  f l u i d s  c o l l e c t e d  f r o m  p e r s i s t e n t l y  i n f e c t e d  c e l l s  i n  w h i c h  a 
s m a l l  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  h a d  c h l a m y d i a l  i n c l u s i o n s  w e re  d e v o i d  o f  
a n t i v i r a l  a c t i v i t y  f o r  v e s i c u l a r  s t o m a t i t i s  v i r u s  p r o p a g a t e d  i n  n o r m a l  
L - 5 b  c e l l s .
I V .D.  DISCUSSION
P e r s i s t e n t  i n f e c t i o n s  w e r e  e s t a b l i s h e d  i n  v i t r o  w i t h  t h e  
a b o r t i g e n i c  c h l a m y d i a l  s t r a i n  B577,  b u t  n o t  w i t h  t h e  a r t h r o p a t h o g e n i c  
s t r a i n  LW613. T h i s  o b s e r v a t i o n  may be r e l e v a n t  f r o m  t h e  p o i n t  o f  v i e w  
o f  c h l a m y d i a - h o s t  i n t e r a c t i o n s  i n  n a t u r a l l y - o c c u r i n g  i n f e c t i o n s  o f  
a n i m a l s .  The B577 s t r a i n  i s  c l a s s i f i e d  as  a b i o t y p e  1 o f  C. p s i t t a c i ,  
an d  i s  i n d i s t i n g u i s h a b l e  f r o m  o t h e r  s t r a i n s  commonly i s o l a t e d  f r om  
c a t t l e  and  s h e e p  w i t h  c l i n i c a l l y  i n a p p a r e n t ,  p e r s i s t e n t  i n t e s t i n a l  
i n f e c t i o n s  ( 1 6 2 , 1 6 9 ) .  I n  c o n t r a s t ,  t h e  LW613 s t r a i n  i s  a  b i o t v p e  2 o f  
C. p s i t t a c i , and h a s  o n l y  b e e n  i s o l a t e d  f r o m  a n i m a l s  s u f f e r i n g  f r o m  
p o l y a r t h r i t i s ,  c o n j u n c t i v i t i s ,  o r  m e n i n g o e n c e p h a l o m y e l i t i s  ( 1 6 2 , 1 7 8 ) .  
N a t u r a l l y  o c c u r r i n g  p e r s i s t e n t  i n f e c t i o n s  w i t h  b i o t y p e  2 h a v e  n o t  b e e n  
d o c u m e n t e d .
The B577 p e r s i s t e n t  s t a t e  i s  c h a r a c t e r i z e d  by  c y c l e s  o f  low 
c y t o p a t h i c  e x p r e s s i o n  and  c y c l e s  o f  h i g h  c v t o p a t h i c  e x p r e s s i o n .  T h e s e  
c y c l e s  seem  t o  be  d e t e r m i n e d ,  a t  l e a s t  i n  p a r t ,  by t e m p o r a r y  c h a n g e s  in  
t h e  s u s c e p t i b i l i t y  o f  L - c e l l s  t o  c h l a m y d i a l  i n f e c t i o n ,  and by t h e  
s e l e c t i o n  o f  a c h l a m y d i a l  m u t a n t  b e t t e r  a d a p t e d  t o  t h e  c u l t u r a l
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c o n d i t i o n s .
I m m u n o f l u o r e s c e n c e  s t u d i e s ,  t o g e t h e r  w i t h  c e n t r i f u g a t i o n  and 
c y c l o h e x i m i d e  t r e a t m e n t s ,  w e r e  i n s t r u m e n t a l  i n  s h o w i n g  t h a t  t h e  
p e r s i s t e n t l y  i n f e c t e d  c u l t u r e s  go t h r o u g h  p e r i o d s  o f  r e s i s t a n c e  i n  
w h i c h  i n f e c t i o u s  e l e m e n t a r y  b o d i e s  may a d s o r b ,  b u t  p r o d u c t i v e  i n f e c t i o n  
d o e s  n o t  o c c u r .  T h e s e  c h a n g e s  i n  s u s c e p t i b i l i t y  a r e  n o t  a b s o l u t e ,  b u t  
r e l a t i v e  t o  t h e  s u s c e p t i b i l i t y  o f  n o r m a l  L - c e l l s  a n d  c a n  be  a b o l i s h e d  
by c y c l o h e x i m i d e  t r e a t m e n t ,  a s i t u a t i o n  s i m i l a r  t o  t h a t  d e s c r i b e d  f o r  
L - c e l l s  t r e a t e d  w i t h  a l p h a  i n t e r f e r o n  and  i n f e c t e d  w i t h  C. t r a c h o m a t i s  
( 1 3 8 ) .  E f f o r t s  t o  d e t e c t  an a n t i v i r a l  a c t i v i t y  i n d i c a t i v e  o f  
i n t e r f e r o n  a l p h a  i n  s u p e r n a t a n t s  c o l l e c t e d  f r o m  p e r s i s t e n t l y  i n f e c t e d  
c e l l  c u l t u r e s  w e r e  u n s u c c e s s f u l .  C o n s e q u e n t l y ,  t h e  f a c t o r s  r e s p o n s i b l e  
f o r  c h a n g i n g  t h e  s u s c e p t i b i l i t y  o f  p e r s i s t e n t l y  i n f e c t e d  c u l t u r e s  
r e m a i n  unknown a t  t h i s  p o i n t .  I n  c o n t r a s t  t o  t h e  o b s e r v a t i o n s  o f  
M o u l d e r  ( 1 1 0 ) ,  i n  w h i c h  t h e  o n s e t  o f  a w i p e - o u t  i s  s u p p r e s s e d  by 
r e p l a c i n g  t h e  medium 199 b y  E a r l e ' s  m i n i m a l  e s s e n t i a l  medium (MEM), t h e  
b e h a v i o r  o f  c u l t u r e s  p e r s i s t e n t l y  i n f e c t e d  w i t h  t h e  33577 s t r a i n  was n o t  
a f f e c t e d  b y  MEM ( d a t a  n o t  s h o w n ) .
I n  t h e  m o d e l  o f  p e r s i s t e n c e  d e v e l o p e d  u s i n g  t h e  6BC a v i a n  s t r a i n  o f  
C. p s i t t a c i  ( 1 1 3 ) ,  t h e  b e h a v i o r  o f  t h e  p e r s i s t e n t l y  i n f e c t e d  L - c e l l  
p o p u l a t i o n  i s  e x p l a i n e d  by a s s u m i n g  t h a t  e v e r y  c e l l  i s  " c r y p t i c a l l y  
i n f e c t e d "  an d  t h a t  t h e  c r y p t i c  i n f e c t i o n ,  among o t h e r  p r o p e r t i e s ,  makes  
t h e  c u l t u r e s  c o m p l e t e l y  r e s i s t a n t  t o  s u p e r  i n f e c t i o n  w i t h  e x o g e n o u s  
c h l a m y d i a e .  I n  o u r  s t u d y ,  m o r p h o l o g i c a l  e v i d e n c e  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  a 
c h l a m y d i a l  " c r y p t i c  b o d y "  w as  n o t  o b t a i n e d .  C h l a m y d i a l  a g e n t s  a r e  
p r o k a r y o t i c  o r g a n i s m s  w h i c h ,  i n  s p i t e  o f  m u l t i p l i c a t i o n  by a u n i q u e  
d e v e l o p m e n t a l  c y c l e ,  m a i n t a i n  t h e i r  c e l l u l a r  e n t i t y  t h r o u g h o u t  t h e
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e n t i r e  i n f e c t i o u s  p r o c e s s  ( 1 0 6 , 1 8 5 ' ) .  T h e o r e t i c a l l y ,  t h e  p r e s e n c e  o f  a 
" c r y p t i c  b o d y "  w o u l d  h a v e  b e e n  r e v e a l e d  by t h e  s p e c i f i c  and s e n s i t i v e  
f l u o r e s c e n t  a n t i b o d y  t e s t  e m p l o y e d .  A d d i t i o n a l  e v i d e n c e  a g a i n s t  t h e  
p r e s e n c e  o f  a c r y p t i c  bo dy  i n  o u r  s y s t e m  i s  p r o v i d e d  by t h e  f a c t  t h a t  
p e n i c i l l i n - s e n s i t i v e  c h l a m y d i a l  i n f e c t i v i t y  was r e q u i r e d  f o r  
m a i n t e n a n c e  o f  t h e  p e r s i s t e n t  s t a t e .  A l s o ,  p e r s i s t e n t l y  i n f e c t e d  
c u l t u r e s  c o u l d  b e  c u r e d  f r o m  t h e  c h l a m y d i a l  i n f e c t i o n  s i m p l y  by 
r e p e a t e d  s u b c u l t u r e  o f  t h e  c e l l s  a t  v e r y  low c e l l  d e n s i t i e s  ( 1 0 0  c e l l s  
p e r  6 0  mm P e t r i  d i s h )  ( F i g .  I V . 7 ) ,  i n d i c a t i n g  t h a t  n o t  e v e r y  c e l l  i n  
t h e  p o p u l a t i o n  i s  i n f e c t e d .
L - c e l l s  p e r s i s t e n t l y  i n f e c t e d  w i t h  t h e  B577 s t r a i n  a r e  u s e f u l  f o r  
t h e  p r o d u c t i o n  o f  l a r g e  q u a n t i t i e s  o f  c h l a m y d i a l  a n t i g e n s  r e q u i r e d  f o r  
s e r o e p i d e m i o l o g i c a l  s t u d i e s  u s i n g  i n c l u s i o n  i m m u n o f l u o r e s c e n c e  and 
ELIRA t e s t s  ( S e e  C h a p t e r  V I ) ;  t h e y  h a v e  p o t e n t i a l  as  a p o s s i b l e  t o o l  
f o r  a t t e n u a t i n g  c h l a m y d i a l  v i r u l e n c e ,  and t h e y  a r e  u s e f u l  i n  v i t r o  
m o d e l s  f o r  s t u d y i n g  c h l a m y d i a - h o s t  c e l l  i n t e r a c t i o n s .
TABLE I V . 1 -  I n f e c t i v i t y  o f  W i ld  Type (WB577) a n d  P e r s i s t e n t  
(PB577)  Ch p s i t t a c i  f o r  L - c e l l s  S u s p e n d e d  e i t h e r  i n  Medium 199 
o r  S u c r o s e - p h o s p h a t e - b u f f e r  (SPB)
R e l a t  i v e S t a t  i s t  i c a l
P a s s a g e i n o c u l u m I n c l u s i o n s / 100 c e l l s S i g n i f i c a n c e
S t r a i n No. s i z e  (m l ) SPB M-199 (T t e s t )
WB577 2 1 . 0 1 0 6 + 5 . 8 * 4 1 + 2 . 3 P < . 005
0 . 2 5 8 + 1 . 2 8 + 1 . 3 /\ o o h—
PB577 7 . 5  mo1 1 . 0 6 9 + 3 . 9 12 6+9.  0 P C . 005
0 .2 2 3 + 1 . 0 6 0 + 0 .7 5
•—HooVPU
1 m o n t h s  o f  p e r s i s t e n c e  
* mean + SE f o r  4 x 1 0 0  c e l l s
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TABLE I V . 2 -  C o m p a r a t i v e  E f f i c i e n c y  o f  S e c o n d a r y  
C y c l e s  o f  I n f e c t i o n  ( i n  L - C e l l s )  B e t w e e n  W i l d  Type  
a n d  P e r s i s t e n t  C h l a m y d i a  p s i t t a c i
M u l t i p l i c i t y
( I F U s /L-
o f  I n f e c t i o n  
- c e l l )
S t r a i n 3 1 .5 .1 . 01
WB577 9* 9 13 19 ND**
PB577 6 8 10 12 14
* d a y s  n e e d e d  t o  l y s e  > 95% o f  t h e  c e l l s
* *  Not  d e t e r m i n e d
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TABLE I V . 3 -  E f f e c  o f  C y c l o h e x i m i d e  an d  C e n t r i f u g a t i o n  on 
L - c e l l s  w i t h  P e r s i s t e n t  C h l a m y d i a l  I n f e c t i o n
H o u r s  P o s t -  % o f  c e l l s  w i t h  c h l a m y d i a l  i n c l u s i o n s
t r e a t m e n t  No t r e a t m e n t  C y c l o ,  P l u s
( c o n t r o l )  C e n t r i f .  C y c l o .  c e n t r i f .
24 1 6 + 1 . 5 *  14 + 1. 7^ 3 1 + 4 . 4 2 3 8 + 3 . 63
4 8  9 + 1 . 7  6 + 0 . 8 1 2l_+ l . 72 8 0 + 2 . 03
72 5j+0.8 9 + 2 . 2 1 1 6 + 4 . I 2 6 4 + 5 . 53
*  Mean + SE f o r  5 x 1 0 0  c e l l s
1 = No s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  ( P > 0 . 0 5 )
2 = S i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  ( P < 0 . 05)
3 = S i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  ( P < 0 . 0 0 5 )
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TABLE I V . 4 -  S t a t i o n a r y  a n d  C e n t r i f u g e - A s s i s t e d  
S u p e r i n f e c t i o n  o f  L - C e l l s  P e r s i s t e n t l y  I n f e c t e d  w i t h  
C h l a m y d i a  p s i t t a c i
S u p e r i n f e c t  i o n
(MOI = 3 - 5 )  S t a t i s t i c a l
Yes S i g n i f i c a n c e
T r e a t m e n t NO PL -5 b  NL-5b (T t e s t )
No T r e a t m e n t 5 1 1
C e n t r i f u g a t i o n  On ly ND
S t a t i o n a r y  I n f e c t i o n - 55+4.  02 9 0+3.  5 P < 0 .0 0 5
C e n t r i f u g e - A s s i s t e d
I n f e c t i o n
“
9 6 + 2 . 9  1 2 8 + 5 . 0 *  P < 0 .0 2 5
P L-5 b=  P e r s i s t e n t l y  I n f e c t e d  L - c e l l s  
NL-5b= N o rm a l  L -5 b  c e l l s  (MOI c o n t r o l s )  
2 I n c l u s i o n s  p e r  100 c e l l s  a t  48  h 
2 Mean _+ SE f o r  4 X 100 C e l l s  
*  50-70% o f  t h e  c e l l s  l y s e d  a t  48  h 
ND= Not  D e t e r m i n e d
TABLE I V . 5 -  S t a t i o n a r y  a n d  C e n t r i f u g e - A s s i s t e d  
S u p e r i n f e c t i o n  o f  L - C e l l s  P e r s i s t e n t l y  I n f e c t e d  w i t h  
C h l a m y d i a  p s i t t a c i , F o l l o w e d  by C y c l o h e x i m i d e  T r e a t m e n t
S u p e r i n f e c t i o n
(MOI = 0 . 2 5 - 0 . 5 ) S t a t i s t i c a l
Yes s i g n i f i c a n c e
T r e a t m e n t NO PL-5b NL-5b (T t e s t )
No T r e a t m e n t 3 1
C y c l o h e x i m i d e  O n ly 6 1 9 + 2 . 9 2 22_+2.2 P> 0. 5
C y c l o .  P l u s
C e n t r i f u g a t  i o n 23 8 0 + 1 . 8 8 9 + 2 . 0 P>0 .  05
P L -5 b =  P e r s i s t e n t l y i n f e c t e d  L - c e l l s
NL-5b=  Normal  L-5b c e l l s (MOI c o n t r o I s )
1 % o f  c e l l s  w i t h  i n c l u s i o n s  a t  48 h
2 Mean + SE f o r  4 X 10 0 C e l l s
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TABLE I V . 6 -  I n f e c t i v i t y  o f  W i l d  CL p s i t t a c i  f o r  Normal  
L -5 b  C e l l s  and  L - c e l l s  S p o n t a n e o u s l y  c u r e d  f r o m  a 
P e r s i s t e n t  C h l a m y d i a l  I n f e c t i o n
Type o f  C y c l o h e x i m i d e  I n c l u s i o n s / 10 0  c e l l s _______
a d s o r p t i o n  t r e a t m e n t Normal  L - c e l l s C u r e d  L - c e l l s
S t a t  i o n a r y no 6 9 + 1 . 8 * 5 9 + 3 . 4 1
C e n t r i f u g a t i o n no 9 2 + 3 . 2 8 6 + 2 . 3
S t a t i o n a r y y e s 8 3 + 3 . 2 7 0 + 6 . 0
C e n t r i f u g a t i o n y e s 8 7 + 4 . 2 9 7i 1 • 2
* mean _+ SE f o r  3 x  1 0 0  c e l l s .
1 = n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  f o r  a l l  t r e a t m e n t s  ( P > 0 . 05)
Ch la my di a l  s train:  Ch l am yd ia  p s i t t a c i  B 5 7 7  ( o v i n e  a bo rt io n)
Initial MOI = 10
P e r i o d  of  o b s e r v a t i o n :  1 6 7  d a y s
P* wp 1 wp 2 wp 3 wp 4 wp 5
.. . i__________ i___________ i__________ ■ ■ ■
0 10  4 3  7 3  1 0 6  1 3 9  1 6 7
D a y s  a f t e r  initial p r o d u c t iv e  infect ion
P e r s i s t e n t  in fec t ion  b e g i n s  
Avg.  no.  d a y s  b e t w e e n  w i p e - o u t s  = 31  d a y s ;  R a n g e  = 2 8 - 3 4  d a y s
F i g u r e  I V . 1.  F r e q u e n c y  o f  c y t o l y t i c  e p i s o d e s  o r  w i p e - o u t s  i n  L - c e l l s  
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Days  P o s t - s e e d i n g  of  Cultures
100
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F i g u r e  I V . 2 .  K i n e t i c s  o f  i n c l u s i o n  f o r m a t i o n  a n d  c h l a m y d i a l  i n f e c t i v i t y  
t i t e r s  d u r i n g  6 d a y s  b e f o r e  a  w i p e - o u t ,  i n  L - c e l l s  























F i g u r e  I V . 3 .  P h a s e  c o n t r a s t  p h o t o m i c r o g r a p h s  o f  s e q u e n t i a l  c h a n g e s  i n  
L - c e l l s  p e r s i s t e n t l y  i n f e c t e d  w i t h  C .p s i t t a c i  B577 .  Top:  C e l l s  a t  t h e  
b e g i n n i n g  o f  t h e  r e p o p u l a t i o n  c y c l e  ( d a y  1 0 ) .  C e n t e r :  Same p o p u l a t i o n  
o f  c e l l s  10 d a y s  l a t e r .  The c e l l s  h a v e  i n c r e a s e d  i n  n u m b e r ,  a n d  t h e  
p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  w i t h  c h l a m y d i a l  i n c l u s i o n s  i s  h i g h e r .  B o t t o m :  Con­
f l u e n t  m o n o l a y e r  s h o w i n g  e x t e n s i v e  c y t o p a t h i c  c h a n g e s  a s  t h e  r e s u l t  o f  
a  d r a m a t i c  i n c r e a s e  i n  t h e  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  w i t h  i n c l u s i o n s  ( d a y  





7 0 P8 = 8 
P 1 6 =  166 0









6 10 1 4  1 5  1 8  2 0  2 2 2 7  2 8  6 0
D a y s  a f t e r  peni c i l l in  G t r e a t m e n t
F i g u r e  I V . 4 .  E f f e c t  o f  p e n i c i l l i n  G t r e a t m e n t  on  t h e  o n s e t  o f  a  w i p e - o u t  
i n  L - c e l l s  p e r s i s t e n t l y  i n f e c t e d  w i t h  CL p s i t t a c i  B577.
F i g u r e  I V . 5 .  D i f f e r e n t i a l  i m m u n o f l u o r e s c e n t  r e a c t i o n  o f  L - c e l l s  
p e r s i s t e n t l y  i n f e c t e d  w i t h  C . p s i t t a c i  B577.  T op :  C e l l s  w i t h  t y p i c a l  
i n t r a c y t o p l a s m i c  c h l a m y d i a l  i n c l u s i o n s  e x h i b i t  s p e c i f i c  f l u o r e s c e n c e .  
B o t t o m :  L a r g e  n u m b e r s  o f  c e l l s  w i t h  a  p a t e r n  o f  f l u o r e s c e n c e  s u g g e s t i v e  
o f  c h l a m y d i a l  e l e m e n t a r y  b o d i e s  a t t a c h e d  t o  t h e  c e l l  s u r f a c e  a r e  e v i ­
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7 5 . 0
6 0 . 0
4 5 . 0
3 0 . 0
1 5 . 0
0 2 4 4 8 7 2
Hours  P o s t - t r e a t m e n t
F i g u r e  I V . 6 .  E f f e c t  o f  c e n t r i f u g a t i o n  a n d / o r  c y c l o h e x i m i d e  t r e a t m e n t s  on
t h e  n u m b er  o f  p e r s i s t e n t l y  i n f e c t e d  L - c e l l s  s h o w i n g  c h l a m y d i a l  
i n c l u s i o n s .
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F i g u r e  I V . 7 .  R e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  r e p e a t e d  s u b c u l t u r e  a t  lo w  
c e l l  d e n s i t i e s  ( 1 0 0  c e l l s / 6 0  mm P e t r i  d i s h )  an d  
t i m e  a t  w h i c h  t h e  w i p e - o u t  o c c u r s  i n  L - c e l l s  w i t h  
p e r s i s t e n t  c h l a m y d i a l  i n f e c t i o n .
CHAPTER V: ANTIGENIC DIVERSITY OF CHLAMYDIA PSITTACI OF MAMMALIAN
ORIGIN DETERMINED BY MICROIMMUNOFLUORESCENCE
V.A. INTRODUCTION
The g e n u s  C h l a m y d i a  i n c l u d e s  a l a r g e  g r o u p  o f  p a t h o g e n s  t h a t  ca n  
m u l t i p l y  o n l y  w i t h i n  t h e  c y t o p l a s m  o f  l i v i n g  a n i m a l  c e l l s  ( 1 0 8 , 1 1 1 ) .  
B a s e d  on t h e i r  s u s c e p t i b i l i t y  t o  s u l f a d i a z i n e ,  t h e  p r o d u c t i o n  o f  
g l y c o g e n ,  a n d  t h e  p r e s e n c e  o f  a  s p e c i e s - s p e c i f i c  a n t i g e n ,  two s p e c i e s  
a r e  c u r r e n t l y  d i s t i n g u i s h e d  ( 3 3 , 3 4 , 1 1 2 ) .  F u r t h e r  s u b d i v i s i o n s  w i t h i n  
e a c h  s p e c i e s  a r e  b a s e d  on p r o p e r t i e s  t h a t  do n o t  d e f i n e  t h e  s p e c i e s .
C. t r a c h o m a t i s  i n f e c t s  o n l y  man and  m i c e ,  and a l l  known s t r a i n s  w e re  
s u b d i v i d e d  i n t o  3 b i o t y p e s  b a s e d  on t h e i r  n a t u r a l  h o s t  and b i o l o g i c a l  
p r o p e r t i e s  d e t e r m i n i n g  t h e i r  i n t e r a c t i o n  w i t h  c u l t u r e d  c e l l s  ( 6 0 , 1 1 1 ) .  
I n  a d d i t i o n ,  t h i s  s p e c i e s  was  a l s o  s u b d i v i d e d  i n t o  15 im m u n o ty p es  
t h r o u g h  s t r a i n - s p e c i f i c  p r o t e i n  a n t i g e n s  f o u n d  on t h e  c h l a m y d i a l  
e n v e l o p  a n d  u s u a l l y  d e m o n s t r a t e d  by i n d i r e c t  i m m u n o f l u o r e s c e n c e  
( 6 0 , 1 0 9 ) .
C. p s i t t a c i , t h e  s e c o n d  s p e c i e s  o f  t h e  g e n u s ,  c o m p r i s e s  a l a r g e  
c o l l e c t i o n  o f  s t r a i n s  and e x h i b i t s  b r o a d  h o s t  r a n g e s  and p a t h o g e n i c  
p o t e n t i a l s  ( 1 7 1 , 1 7 5 ) .  S e v e r a l  e f f o r t s  h a v e  b e e n  made t o  d i f f e r e n t i a t e  
t h i s  h i g h l y  h e t e r o g e n e o u s  s p e c i e s
( 2 4 , 5 5 , 8 3 , 1 0 2 , 1 2 7 , 1 3 1 , 1 4 3 , 1 4 5 , 1 4 6 , 1 6 2 , 1 6 3 ) ,  b u t  o n l y  l i m i t e d  s u c c e s s  
h a s  b e e n  a c h i e v e d .  S c h a c h t e r  e t  a l .  ( 1 4 5 , 1 6 2 )  d i s t i n g u i s h e d  s e v e r a l  
i s o l a t e s  o f  C. p s i t t a c i  o f  o v i n e  and b o v i n e  o r i g i n  i n t o  2 b r o a d  
a n t i g e n i c  g r o u p s  b a s e d  on a p l a q u e  r e d u c t i o n  t e s t ,  b u t  a few s t r a i n s  o f  
s i m i l a r  o r i g i n  c o u l d  n o t  be  t y p e d .  A n t i s e r a  a g a i n s t  t h e s e  s t r a i n s  d i d  
n o t  n e u t r a l i z e  i n f e c t i v i t y  o f  s e v e r a l  s t r a i n s  o f  a v i a n  o r i g i n .  More
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r e c e n t l y ,  S p e a r s  a n d  S t o r z  ( 1 6 2 )  s t u d i e d  c h l a m y d i a l  s t r a i n s  i s o l a t e d  
f r o m  a  b r o a d e r  r a n g e  o f  a n i m a l  h o s t s .  B a s e d  on i n c l u s i o n  m o r p h o l o g y  
a n d  r e s p o n s e  t o  d i f f e r e n t  t r e a t m e n t s  i n  c u l t u r e d  c e l l s ,  8 b i o t y p e s  o f  
C. p s i t t a c i  w e r e  e s t a b l i s h e d ,  b u t  t h e  u s e f u l n e s s  o f  t h i s  c l a s s i f i c a t i o n  
sch eme r e m a i n e d  l i m i t e d  b e c a u s e  c o n s i d e r a b l e  e x p e r i e n c e  i s  r e q u i r e d  and 
t h e  p r o c e s s  i s  v e r y  l a b o r i o u s .
The p u r p o s e  o f  t h i s  i n v e s t i g a t i o n  was t o  im muno type d i f f e r e n t  
b i o t y p e s  o f  C. p s i t t a c i  o f  m am mal ian  o r i g i n  u s i n g  a m o d i f i c a t i o n  o f  
W a n g ' s  ( 1 8 9 )  i n d i r e c t  m i c r o - i m m u n o f l u o r e s c e n c e  t e s t  ( I M I F ) .
V . B . MATERIALS AND METHODS
V . B . l .  C h l a m y d i a l  S t r a i n s . T w e n ty  f i v e  s t r a i n s  o f  C_. p s i t t a c i  
r e p r e s e n t i n g  a t  l e a s t  7 b i o t y p e s  o f  b o v i n e ,  o v i n e ,  c a p r i n e ,  p o r c i n e ,  
f e l i n e  an d  g u i n e a  p i g  o r i g i n  w e r e  u s e d  t h r o u g h o u t  t h i s  i n v e s t i g a t i o n .  
The o r i g i n  o f  e a c h  i s o l a t e ,  t o g e t h e r  w i t h  o t h e r  r e l e v a n t  i n f o r m a t i o n ,  
a r e  s u m m a r i z e d  i n  T a b l e  V . l .
V . B . 2 .  C h l a m y d i a l  A n t i g e n s  f o r  Mouse I n o c u l a t i o n s .  C h l a m y d i a l  
a n t i g e n s  u s e d  f o r  i n o c u l a t i o n  o f  m ic e  c o n s i s t e d  o f  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  
e l e m e n t a r y  body  s u s p e n s i o n s .  B r i e f l y ,  t h e  d i f f e r e n t  c h l a m y d i a l  s t r a i n s  
w e r e  p r o p a g a t e d  i n  c h i c k e n  e m b r y o s  as  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y  ( 1 6 3 ) .  
H e a v i l y - i n f e c t e d  y o l k  s a c s  w e re  h o m o g e n i z e d  i n  s u c r o s e  p h o s p h a t e  b u f f e r  
(SPB) ( 1 6 ) ,  an d  t h e  s u s p e n s i o n  was  c e n t r i f u g e d  a t  2 0 0  xg f o r  5 min  a t  
4 ° C .  The c h l a m y d i a e  p r e s e n t  i n  t h e  s u p e r n a t a n t  w e r e  p e l l e t e d  a t  1 2 , 0 0 0  
x g  f o r  1 h a t  4 ° C ,  and r e s u s p e n d e d  i n  0.01M p h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e  
(pH 7 . 1 )  (P B S ) .
P a r t i a l  p u r i f i c a t i o n  was a c c o m p l i s h e d  by c e n t r i f u g a t i o n  a t  4 0 , 0 0 0  
x g  f o r  1 h a t  4 ° C ,  t h r o u g h  a s o l u t i o n  o f  35% r e n o g r a f i n  ( d i a t r i z o a t e
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m e g l u m in e  an d  d i a t r i z a t e  s o d i u m ,  7 6% f o r  i n j e c t i o n ;  E . R .  S q u ib b  and 
S o n s ,  P r i n c e t o n ,  N . J . )  i n  PBS ( F i g .  V . l ) .  The p a r t i a l l y  p u r i f i e d  
c h l a m y d i a l  e l e m e n t a r y  b o d i e s  w e r e  w a sh e d  o n c e ,  and  r e s u s p e n d e d  i n  a 
f i n a l  v o lu m e  o f  10 m i s  o f  PBS p e r  y o l k  s a c .  A n t i g e n s  t h a t  w e re  n o t  
u s e d  i m m e d i a t e l y  f o r  mouse  i n o c u l a t i o n s  w e re  s t o r e d  a t  - 7  0°C.
V. B . 3 .  C h l a m y d i a l  A n t i g e n s  f o r  I n d i r e c t  M i c r o i m m u n o f l u o r e s c e n c e . 
C h l a m y d i a l  a n t i g e n s  u s e d  i n  t h e  IMIF t e s t  c o n s i s t e d  o f  
L - c e l l - p r o p a g a t e d ,  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  EB s u s p e n s i o n s .  B r i e f l y ,  
c u l t u r e s  o f  L - c e l l s  w e r e  i n f e c t e d  u s i n g  a m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  p r o c e d u r e  
d e s c r i b e d  by  Lee ( 9 1 ) .  C o n f l u e n t  m o n o l a y e r s  grown i n  60 mm P e t r i  
d i s h e s  w e r e  i n o c u l a t e d  w i t h  10- ^ d i l u t i o n s  o f  c l a r i f i e d  y o l k  s ac  
h o m o g e n a t e s ,  u s i n g  a c e n t r i f u g a l  f o r c e  o f  2 , 0 0 0  xg f o r  3 0  min a t  37°C 
( F i g .  V . 2 ) .  The i n f e c t e d  c e l l s  w e re  i n c u b a t e d  a t  37°C in  c u l t u r e  
medium c o n t a i n i n g  2 ug o f  c y c l o h e x i m i d e  p e r  m l ,  and c h l a m y d i a e  w e r e  
h a r v e s t e d  48 t o  72h l a t e r ,  a f t e r  f r e e z i n g  and t h a w i n g  t h e  m o n o l a y e r s .  
P a r t i a l  p u r i f i c a t i o n  o f  c h l a m y d i a l  EB was  a c c o m p l i s h e d  by t h e  p r o c e d u r e  
d e s c r i b e d  a b o v e .  Y i e l d s  o b t a i n e d  f ro m  24 t o  36 P e t r i  d i s h e s  w e re  
r e s u s p e n d e d  i n  1 t o  2 ml o f  PBS c o n t a i n i n g  0.12% b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n ,  
an d  s o n i c a t e d  f o r  15 t o  2 0  s e c o n d s  a t  a po wer  s e t t i n g  o f  4 0  u s i n g  a 
B r a n s o n  c e l l  d i s r u p t o r .  A l l  a n t i g e n s  w e re  a l l i q u o t e d  i n  0 . 2 5  ml 
a m o u n t s ,  and s t o r e d  a t  - 7 0 ° C .
V . B . 4 .  P r o d u c t i o n  o f  A n t i s e r a  i n  M i c e . D i f f e r e n t  g r o u p s  o f  
c h l a m y d i a - f r e e  BALB/c m i c e  ( 1 0 - 2 0  m i c e / g r o u p )  r e c e i v e d  two w e e k l y  
i n t r a v e n o u s  i n o c u l a t i o n s  ( 0 . 5  m l / m o u s e / i n o c u l a t i o n )  o f  t h e  c h i c k e n  
e m b r y o - p r o p a g a t e d ,  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  c h l a m y d i a l  a n t i g e n s .  
I m m u n o g l o b u l i n  ( I g )  M - r i c h  a n t i s e r a  w e re  c o l l e c t e d  4 d a y s  a f t e r  t h e  
f i r s t  i n o c u l a t i o n ,  an d  I g G - r i c h  a n t i s e r a  w e re  c o l l e c t e d  3 t o  4 d a y s
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a f t e r  t h e  2nd i n o c u l a t i o n  ( F i g .  V . 3 ) .  A l l  s e r u m  s a m p l e s  w e r e  s t o r e d  a t  
- 7  0° C .
V .B .  5.  I n d i r e c t  M i c r o i m m u n o f l u o r e s c e n c e  T e s t . The IMIF t e s t  was 
p e r f o r m e d  u s i n g  a m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  p r o c e d u r e  d e s c r i b e d  by Wang 
( 1 8 9 ) .  B r i e f l y ,  s m a l l  a m o u n t s  o f  e a c h  c e l l - p r o p a g a t e d  a n t i g e n  w e re  
p l a c e d  o n  1 2 - w e l l  t e f l o n  c o a t e d  s l i d e s  ( C e l l - L i n e  A s s o c i a t e s  I n c . ,  
N e w f i e l d ,  N . J . )  by  means  o f  a 2 0  u l  E p p e n d o r f  o i p e t .  The a n t i g e n s  were  
a r r a n g e d  i n  g r o u p s  o f  4 p e r  w e l l  ( F i g .  V . 4 ) .  By p l a c i n g  a d i f f e r e n t  
s e t  o f  a n t i g e n s  on t h e  t o p  and b o t t o m  row o f  e a c h  s l i d e ,  a t o t a l  o f  8 
d i f f e r e n t  a n t i g e n s  c o u l d  b e  t e s t e d  w i t h  one  s e r u m  on e a c h  s l i d e .
F o l l o w i n g  a p e r i o d  o f  30  m in  f o r  a i r - d r y i n g  a t  room t e m p e r a t u r e ,  
t h e  s l i d e s  w e r e  f i x e d  i n  c o l d  f o r m a l d e h y d e  (4% i n  PBS pH 7 . 2 )  f o r  5 
m in ,  a n d  15 u l  o f  t h e  p r o p e r  a n t i s e r u m  d i l u t i o n  ( t wo f o l d  d i l u t i o n s  
f r o m  1 : 8  t o  1 : 2 5 6 )  w e r e  u s e d ,  f o l l o w e d  by  15 u l  o f  t h e  w o r k i n g  
c o n j u g a t e  d i l u t i o n  ( F I T C - c o n j u g a t e d  s h e e p  a n t i - m o u s e  IgG o r  
F I T C - c o n j u g a t e d  g o a t  a n t i - m o u s e  IgM, U .S .  B i o c h e m i c a l  C o r p o r a t i o n ,  
C l e v e l a n d ,  O h i o )  i n  PBS w i t h  r h o d a m i n e - c o n j u g a t e d  b o v i n e  a l b u m i n  ( D i f c o  
L a b o r a t o r i e s ,  D e t r o i t ,  M i c h i g a n )  a s  a  c o u n t e r s t a i n .  The m i c r o s c o p i c  
e x a m i n a t i o n  was p e r f o r m e d  w i t h  a  C a r l  Z e i s s  e p i f l u o r e s c e n c e  m i c r o s c o p e  
e q u i p e d  w i t h  a 4 0  x  o i l  i m m e r s i o n  l e n s .  The h i g h e s t  s e r u m  d i l u t i o n  
g i v i n g  s p e c i f i c  f l u o r e s c e n c e  a s s o c i a t e d  w i t h  e l e m e n t a r y  b o d i e s  was 
r e c o r d e d  a s  t h e  end p o i n t  t i t e r  ( F i g .  V . 5 ) .
V .C .  RESULTS
The I g M - s p e c i f i c  a n t i s e r u m  r e s p o n s e  o f  m ice  i s  s u m m a r i z e d  i n  T a b l e s  
V .2  a n d  V . 3 .  E x t e n s i v e  c r o s s  r e a c t i o n s  w e re  o b s e r v e d  among c h l a m y d i a l  
s t r a i n s  o f  t h e  same b i o t y p e ,  and  some c r o s s  r e a c t i o n s  b e t w e e n  d i f f e r e n t
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b i o t y p e s  o c c u r r e d .  R e s u l t s  o b t a i n e d  w i t h  t h e  I g G - s p e c i f i c  IMIF t e s t  
a r e  s u m m a r i z e d  i n  T a b l e s  V . 4  and  V . 5 .  I n  t h i s  i n s t a n c e ,  t h e  
s p e c i f i c i t y  o f  t h e  immune s e r u m  r e a c t i o n  w i t h i n  a g i v e n  b i o t y p e  was  
m a i n t a i n e d ,  b u t  t h e  e x t e n t  o f  c r o s s  r e a c t i o n s  b e t w e e n  d i f f e r e n t  
s e r o t y p e s  i n c r e a s e d .
B a s e d  on t h e  I g M - r i c h  and I g G - r i c h  a n t i s e r u m  r e s p o n s e s  o f  m i c e ,  
n i n e  im m u n o ty p es  o f  Ch p s i t t a c i  w e re  d i s t i n g u i s h e d ,  and an o v e r a l l  
p a t t e r n  o f  c r o s s  r e a c t i v i t i e s  among t h e  d i f f e r e n t  im m uno types  
i d e n t i f i e d  c o u l d  be  o b t a i n e d  ( T a b l e  V . 6 ) .  Wi th  t h i s  i n f o r m a t i o n ,  
a d d i t i o n a l  c h l a m y d i a l  s t r a i n s  o f  b o v i n e ,  c a p r i n e  and e q u i n e  o r i g i n  were 
im m uno typed  i n  o n e - w a y  t e s t s ,  u s i n g  a n t i s e r a  f r o m  n i n e  s t r a i n s  
r e p r e s e n t i n g  t h e  d i f f e r e n t  i m m u n o ty p es  i d e n t i f i e d  ( T a b l e  V . 7 ) .
W i th  on e e x c e p t i o n  ( s e r o t y p e  6 ) ,  t h e  d i f f e r e n t  im m u n o ty p es  o f  C. 
p s i t t a c i  i d e n t i f i e d  by  t h e  IMIF t e s t  w e re  n u m b e r e d  b a s e d  on t h e  
p r e d o m i n a n t  b i o t y p e  w h i c h  t h e y  r e p r e s e n t e d  ( T a b l e  V . 8 ) .  Im m uno tvpe  1 
c o m p r i s e d  c h l a m y d i a l  s t r a i n s  p r e v i o u s l y  c l a s s i f i e d  a s  b i o t y p e  1 ,  p l u s  
f o u r  c h l a m y d i a l  s t r a i n s  o f  b o v i n e ,  c a p r i n e  and  e q u i n e  o r i g i n  w hose  
b i o t y p e  h a d  n o t  b e e n  p r e v i o u s l y  d e t e r m i n e d .  Im m u n o ty p e s  2 , 3 , 5  and  8 
i n c l u d e d  s t r a i n s  o f  o n l y  b i o t y p e s  2 , 3 , 5  a n d  8 r e s p e c t i v e l y .  Immunotype 
4 i n c l u d e d  a c h l a m y d i a l  s t r a i n  o f  b i o t y p e  4 p l u s  a  p o r c i n e  i s o l a t e  o f  
unknown b i o t y p e .  Im m u n o ty p e  6 was r e p r e s e n t e d  by a c h l a m y d i a l  s t r a i n  
o f  b i o t y p e  4 ,  t o g e t h e r  w i t h  one  p o r c i n e  an d  one b o v i n e  i s o l a t e ,  b o t h  of  
u n d e t e r m i n e d  b i o t y p e .  Im m u n o ty p e  7 i n c l u d e d  t h e  f e l i n e  p n e u m o n i t i s  
v a c c i n e  s t r a i n  ( b i o t y p e  7 ) ,  and t h e  Z - 1 0  s t r a i n  r e p o r t e d l y  o f  b o v i n e  
o r i g i n  an d  o f  u n d e t e r m i n e d  b i o t v p e .  Im m uno type 9 i n c l u d e d  a s i n g l e  
i s o l a t e  o f  o v i n e  o r i g i n ,  w hose  b i o t y p e  h a s  n o t  b e e n  d e t e r m i n e d .
The y i e l d s  o f  E B ' s  o b t a i n e d  f ro m  c e l l  c u l t u r e s  i n f e c t e d  w i t h  t h e
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d i f f e r e n t  c h l a m y d i a l  s t r a i n s  v a r i e d  c o n s i d e r a b l y .  V a r i a t i o n s  i n  t h e i r  
d e g r e e  o f  c e l l  a s s o c i a t i o n  w e re  a l s o  o b s e r v e d ,  i n  s p i t e  o f  b e i n g  
c u l t i v a t e d  an d  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  u n d e r  t h e  same c o n d i t i o n s .  
C o n s e q u e n t l y ,  t h e  IMIF r e a c t i o n  was s i g n i f i c a n t l y  more d i f f i c u l t  t o  
r e a d  w i t h  some a n t i g e n s  t h a n  w i t h  o t h e r s .  I n  o r d e r  t o  d i m i n i s h  t h i s  
s u b j e c t i v e  e f f e c t ,  a  5 0% d i f f e r e n c e  i n  t i t e r  among s t r a i n s  o f  t h e  same 
b i o t y p e  was n o t  c o n s i d e r e d  s i g n i f i c a n t .
V.D.  DISCUSSION
The IMIF t e s t  d i f f e r e n t i t a t e d  25 s t r a i n s  o f  C_. p s i t t a c i  o f  
m am mal ian  o r i g i n  i n t o  9 i m m u n o t y p e s .  An e x c e l l e n t  c o r r e l a t i o n  w as  
o b s e r v e d  b e t w e e n  i m m u n o t y p e s  and  b i o t v p e s ,  i n d i c a t i n g  t h a t  s t r a i n s  w i t h  
u n i q u e  b i o l o g i c a l  p r o p e r t i e s  a l s o  h a v e  u n i q u e  a n t i g e n i c  m a k e - u p s .
T h i s  p r o p o s e d  i m m u n o t y p i n g  sch eme s h o u l d  be  e x p a n d e d  t o  i n c l u d e  
o t h e r  c h l a m y d i a l  s t r a i n s ,  e s p e c i a l l y  t h o s e  o f  a v i a n  o r i g i n .  A l t h o u g h  
n o n e  o f  t h e  C_. p s i t t a c i  im m u n o t y p e s  i d e n t i f i e d  i n  t h i s  s t u d y  c r o s s  
r e a c t e d  s i g n i f i c a n t l y  w i t h  t h e  mouse  p n e u m o n i t i s  s t r a i n ,  a n t i g e n i c  
r e l a t i o n s h i p s  w i t h  o t h e r  s t r a i n s  o f  C_. t r a c h o m a t i s  s h o u l d  a l s o  be  
e x p l o r e d .
Our  f i n d i n g s  a r e  i n  a g r e e m e n t  w i t h  p r e v i o u s  r e p o r t s  on t h e  
a n t i g e n i c  a n d  g e n o m ic  r e l a t i o n s h i p s  o f  l i m i t e d  n u m b e r s  o f  o v i n e  s t r a i n s  
o f  C_. p s i t t a c i . Eb and O r f i l a  ( 4 8 ) ,  u s i n g  t h e  IMIF t e s t ,  
d i f f e r e n t i a t e d  6 o v i n e  a b o r t i o n  s t r a i n s  o f  s i m i l a r  a n t i g e n i c  m a k e - u n  
f r o m  t h e  o v i n e  a r t h r o p a t h o g e n i c  s t r a i n  LW-679.  More r e c e n t l y ,
M cC len an g h a n  e t  a l .  ( 1 0 2 ) ,  u s i n g  DMA r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  a n a l y s i s ,  
i d e n t i f i e d  u n i q u e  DNA f r a g m e n t s  common t o  8 o v i n e  a b o r t i o n  c h l a m v d i a l  
s t r a i n s  w h i c h  d i f f e r e d  t o  some e x t e n t  f r om  t h o s e  o f  a s i n g l e  i s o l a t e
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o b t a i n e d  f r o m  p o l y a r t h r i t i c  l am bs  i n  S c o t l a n d .
The d i f f e r e n t  i m m u n o ty p e s  i d e n t i f i e d  i n  o u r  i n v e s t i g a t i o n  
a p p a r e n t l y  h a v e  some d e g r e e  o f  d i s e a s e  and h o s t  s p e c i f i c i t y .  The 
i n t e s t i n a l  m u co s a  e m e r g e s  a s  a common s i t e  o f  i n f e c t i o n .  Imrnunotvpe 1 
i n c l u d e s  s t r a i n s  i s o l a t e d  f r o m  r u m i n a n t s  a f f e c t e d  w i t h  a b o r t i o n s ,  
s e m i n a l  v e s i c u l i t i s ,  p n e u m o n i a ,  and c l i n i c a l l y  i n a p p a r e n t  i n t e s t i n a l  
i n f e c t i o n s .  The p a t h o g e n i c  p o t e n t i a l  o f  m ost  o f  t h e s e  i s o l a t e s  h ad  
b e e n  c o n f i r m e d  e x p e r i m e n t a l l y  ( 1 7 1 , 1 7 5 ) .  Two i s o l a t e s  f r o m  h o r s e s ,  one 
f r o m  t h e  l u n g  a n d  one f r o m  s y n o v i a l  f l u i d  a r e  a l s o  i d e n t i f i e d  as  
im m uno type  1.  H o w e v e r ,  t h e i r  p a t h o g e n i c  p r o p e r t i e s  h a v e  n o t  b e e n  
a s s e s s e d  e x p e r i m e n t a l l y .  S i n c e  none  o f  t h e  o t h e r  s t r a i n s  c l a s s i f i e d  a s  
im m u n o ty p e  1 h a s  a r t h r o p a t h o g e n i c  p r o p e r t i e s  f o r  c a t t l e  o r  s h e e p ,  and 
s i n c e  a l l  a r t h r o p a t h o g e n i c  s t r a i n s  h a v e  u n i q u e l y  d i s t i n g u i s h i n g  
f e a t u r e s ,  more  e q u i n e  i s o l a t e s  s h o u l d  be  s t u d i e d  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  
t h e y  a r e  r e l a t e d  i n d e e d  t o  s t r a i n s  f r o m  r u m i n a n t s .  I t  c o u l d  be  t h a t  
t h e  i s o l a t e  r e c o v e r e d  f r o m  a f o a l  w i t h  p o l y a r t h r i t i s  was s p u r i o u s .
Im m uno type  2 a l s o  i n c l u d e s  s t r a i n s  i s o l a t e d  f r o m  r u m i n a n t s ,  b u t  t h e  
d i s e a s e  a s s o c i a t i o n  o f  t h i s  g r o u p  o f  s t r a i n s  i s  c o n j u n c t i v i t i s ,  
p o l y a r t h r i t i s ,  e n c e p h a l i t i s ,  and e n t e r i t i s ,  u n d e r  n a t u r a l  and 
e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s  ( 1 7 1 , 1 7 5 ) .
Im m u n o t y p e s  3 an d  9 a r e  r e p r e s e n t e d  by c h l a m y d i a l  i s o l a t e s  w h ic h  
a p p e a r  t o  b e  p a r t  o f  t h e  i n t e s t i n a l  f l o r a  o f  c a t t l e  and s h e e p .  The 
p a t h o g e n i c  p o t e n t i a l  o f  t h e s e  i s o l a t e s  h a s  n o t  b e e n  e x p l o r e d  
e x p e r i m e n t a l l y .
I m m u n o ty p e s  4 ,  5 an d  6 r e p r e s e n t  p r o c i n e  s t r a i n s  a s s o c i a t e d  w i t h  
p o l y a r t h r i t i s  o r  g e n e r a l i z e d  i n f e c t i o n s ,  c l i n i c a l l y  i n a p p a r e n t  
i n t e s t i n a l  i n f e c t i o n s ,  and a b o r t i o n  o r  p n e u m o n i a ,  r e s p e c t i v e l y .  A
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s i n g l e  i s o l a t e  f r o m  b o v i n e  p n e u m o n i a  i s  a l s o  i d e n t i f i e d  as  im muno type  
6. The p a t h o g e n i c i t y  o f  t h e s e  s t r a i n s  h a s  n o t  b e e n  s t u d i e d  
e x p e r i m e n t a l l y .
Im m uno type  7 i n c l u d e s  t h e  c h l a m y d i a l  s t r a i n  u s e d  i n  t h e  l i v e  f e l i n e  
p n e u m o n i t i s  v a c c i n e ,  an d  a n  i s o l a t e  p r e s u m a b l y  c u l t u r e d  f r om  a c a l f  
w i t h  p n e u m o n i a  ( s t r a i n  Z - 1 0 ) . W h e t h e r  a common c h l a m y d i a l  a n t i g e n i c  
m a k e - u p  may be  a s s o c i a t e d  w i t h  r e s p i r a t o r y  i n f e c t i o n s  i n  c a t s  and  
c a t t l e  r e m a i n s  t o  be p r o v e n .  I n  some a r e a s  o f  t h i s  c o u n t r y  i t  h a s  been  
common p r a c t i c e  t o  v a c c i n a t e  c a t t l e  w i t h  t h e  l i v e  f e l i n e  p n e u m o n i t i s  
v a c c i n e  (Fromm L a b . ) .  I t  i s  n o t  known w h e t h e r  t h e  b o v i n e  i s o l a t e  
c l a s s i f i e d  a s  im m u n o ty p e  7 comes f r o m  a c a l f  o f  a h e r d  v a c c i n a t e d  w i t h  
t h e  f e l i n e  p n e u m o n i t i s  s t r a i n  o r  w h e t h e r  i t  i s  a n a t u r a l l y  o c c u r r i n g  
p n e u m o p a t h o g e n i c  s t r a i n  f r o m  c a l v e s .
W h i l e  some o f  t h e  i m m u n o ty p e s  i d e n t i f i e d  i n d u c e d  a n t i b o d i e s  w h ic h  
r e a c t e d  o n l y  w i t h  t h e  h o m o l o g o u s  s t r a i n s  ( i m m u n o t y p e s  5 a n d  8 ) ,  most  o f  
t h e  o t h e r  im m u n o ty p es  i n d u c e d  c r o s s  r e a c t i n g  a n t i b o d i e s .  N o t a b l y ,  
im m u n o ty p e  2 s t r a i n s  d i d  n o t  seem t o  i n d u c e  good a n t i b o d y  r e s p o n s e s  i n  
m i c e ,  and c r o s s  r e a c t i o n s  o f  t h e  same m a g n i t u d e  a s  t h e  h o m o lo g o u s  
l o w - t i t e r e d  r e a c t i o n s  w e r e  f r e q u e n t l y  p r e s e n t  w i t h  a n t i g e n s  o f  
d i f f e r e n t  i m m u n o t y p e s .
The  m o l e c u l a r  b a s i s  f o r  t h e  s p e c i f i c  a n t i g e n i c  r e l a t i o n s h i p s  
o b s e r v e d  was n o t  d e t e r m i n e d .  H o w e v e r ,  C a l d w e l l  e t  a l .  h a v e  
d e m o n s t r a t e d  t h a t  a m a j o r  o u t e r  membrane p r o t e i n  (MOMP) o f  MW o f  
a p p r o x i m a t e l y  3 9 . 5  kd i s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  immuno type s p e c i f i c i t y  
o b s e r v e d  i n  t h e  g e n u s  Ch l a m y d i a  ( 3 1 , 3 5 , 3 7 ) .  A n t i b o d i e s  a g a i n s t  
p u r i f i e d  MOMP f r o m  s e v e r a l  s t r a i n s  o f  C. t r a c h o m a t i s  and f r o m  t h e  
m e n i n g o p n e u m o n i t i s  s t r a i n  o f  C. p s i t t a c i , r e a c t e d  w i t h  t h e  same
s p e c i f i c i t y  a s  w h o l e  E B ' s  i n  t h e  IMIF t e s t  ( 3 5 ) .
The c h l a m y d i a l  g e n u s - s p e c i f i c  l i p o p o l i s a c c h a r i d e  (LPS) a n t i g e n  i s  
a l s o  f o u n d  i n  t h e  e n v e l o p  o f  t h e  E B ' s  ( 1 2 1 ) ,  b u t  i t s  e f f e c t  on t h e  
a n t i g e n i c  r e l a t i o n s h i p s  o b s e r v e d  i n  t h e  IMIF t e s t  a p p e a r s  t o  be 
i n s i g n i f i c a n t .  Wang ( 1 8 9 )  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  e a r l y  mouse a n t i b o d i e s  
u s e d  i n  t h e  IMIF t e s t  c o n t a i n  n o t  o n l y  t y p e - s p e c i f i c ,  b u t  a l s o  
g e n u s - s p e c i f i c  a n t i b o d i e s .  H o w e v e r ,  t h e  c h l a m y d i a l  LPS d o e s  n o t  seem 
t o  b e  r e a d i l y  a v a i l a b l e  on t h e  s u r f a c e  o f  u n t r e a t e d  o r  p a r a f o r m a l d e h y d  
f i x e d  E B ' s  ( 1 6 5 , 1 9 0 ) .
The f i n d i n g s  i n  o u r  i n v e s t i g a t i o n  s h o u l d  p r o v i d e  t h e  n e c e s s a r y  
b a c k g r o u n d  f o r  t h e  r a t i o n a l  s e l e c t i o n  o f  p r o t o t y p e  s t r a i n s  o f  C. 
p s i t t a c i  t o  be  u s e d  i n  more  r e f i n e d  s t u d i e s  i n v o l v i n g  t h e  i n t e r a c t i o n  
o f  a n t i b o d i e s  w i t h  p u r i f i e d  c h l a m y d i a l  a n t i g e n s ,  an d  t h e  p r o d u c t i o n  of  
m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  o f  d e f i n e d  s p e c i f i c i t y .
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T a b l e  V . l  -  B i o t y p e s  o f  C. p s i t t a c i  o f  Mammalian  O r i g i n  I n c l u d e d  i n  a 
S e r o t y p i f i c a t i o n  Scheme by  I n d i r e c t  M i c r o i m m u n o f l u o r e s c e n c e .
C h l a m y d i a l
S t r a i n B i o t y p e * Hos t C l i n i c a l  f i n d i n g
R e f e r e n c e /
S o u r c e
E BA-59-795 1 C a t t l e A b o r t  i o n 177
EBA-LX-578 1 C a t t l e A b o r t  i o n S t o r z a
LW-5 08 1 C a t t l e E n t e r i t  i s S t o r z 3
SV-139 1 C a t t l e S e m i n a l  
v e s i c u l i t  i s 174
B-577 1 Sheep A b o r t i o n 169
F i t z - 6 5 1 Sheep A b o r t  i o n S t o r z 3
E q u i n e  S y n o v i a l  
B o v i n e  P n e u m o n i a
ND H o rs e S y n o v i t  i s 1 0 0
L - l
B o v i n e  P n eu m o n ia
ND C a t t l e P n eu m o n ia S i e g f r i e d ^
L - 1 4 ND C a t t l e P n eu m o n ia S i e g f r i e d k
G o a t  A b o r t i o n ND Goat A b o r t i o n P o s t o n c
E q u i n e  P n e u m o n ia ND H o rs e P n eu m o n ia 101
LW-613 2 C a t t l e P o l y a r t h r i t  i s 178
LW-623 2 C a t t l e S p o r a d i c
e n c e p h a l o m y e l i t i s , 
p o l y a r t h r i t i s  S t o r z 3
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Table V.l - Continued
C h l a m y d i a l R e f e r e n c e /
S t r a i n B i o t y p e * H os t C l i n i c a l  f i n d i n g S o u r c e
LW-679 2 S heep P o l y a r t h r i t  i s 120
F c - S t r a 2 S heep C o n j u n c t i v i t i s , 
p o l y a r t h r i t  i s
S t o r z 3
6 6 - P - l 30 3 C a t t l e Normal  ( f e c e s ) 176
J P - I - 7 5 1 ND S heep Normal  ( f e c e s ) P e r e z - M a r t i n e z ^
L - 7 1 4 Swine P o l y a r t h r i t  i s K o l b l e
P R - 8 6 ND Swine G e n e r a l i z e d
i n f e c t i o n K o l b l 3
171 OS 4 Swine A b o r t  i o n K o l b l e
1708 ND Swine P n eu m o n ia K o l b l e
S45 5 Swine Normal  ( f e c e s ) K o l b l e
F e l i n e
P n e u m o n i t i s  7 Cat L i v e  v a c c i n e Fromm Lab^
Z - 1 0 ND C a t t l e ? P n eu m o n ia ? Fromm Lab^
GP-IC 8 G u i n e a
P i g
C o n j u n c t i v i t i s 115
* = D e t e r m i n e d  by  S p e a r s  a n d  S t o r z  (1 6 5 )  
ND = Not  d e t e r m i n e d
3 I s o l a t e d  i n  t h e  l a b o r t o r y  o f  J .  S t o r z
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T a b l e  V . l  -  C o n t i n u e d
k O b t a i n e d  f r o m  B . L .  S i e g f r i e d ,  D e p t ,  o f  P a t h o b i o l o g i c a l  S c i e n c e s ,  
S c h o o l  o f  V e t .  M e d i c i n e ,  U n i v .  o f  W i s c o n s i n ,  M a d i s o n ,  W is .  
c I s o l a t e d  by  R. P o s t o n ,  L o u i s i a n a  S t a t e  U n i v e r s i t y ,  V e t e r i n a r y  
D i a g n o s t i c  L a b o r a t o r y ,  B a t o n  R o u g e ,  LA. 
d I s o l a t e d  by  J .  P e r e z - M a r t i n e z  ( A b s t r .  6 3 r d  M tg .  C o n f e r e n c e  o f  
R e s e a r c h  W o r k e r s  i n  A n i m a l  D i s e a s e s ,  C h i c a g o ,  1 1 1 . ,  p p .  4 5 ) .  
e  O b t a i n e d  f r o m  0 .  K o l b l ,  F e d e r a l  I n s t i t u t e  f o r  V i r a l  D i s e a s e s  o f  
A n i m a l s ,  V i e n n a ,  A u s t r i a ,  
f  O b t a i n e d  f r o m  Fromm L a b o r a t o r i e s ,  G r a f t o n ,  W is .
T a b l e  V. 2 -  A n t i g e n i c  R e l a t i o n s h i p s  o f  Ch l am yd i a l  S t r a i n s  o f  B i o t y p e s  1 and 7,  M e d i a t ed  by Mouse IgM A n t i b o d i e s






LX-578 LW-508 SV-139 B-577 F i t z - 6 5
Equine
Synov. Z-10
F e l .
Pneum.
Homologous
T i t e r 1
EBA-59-795 100* 100 100 100 100 100 100 0 0 16
EBA-LX-578 100 100 50 100 100 100 100 0 0 16
LW-508 100 100 100 50 100 100 200 0 0 32
SV-139 100 100 200 100 100 50 100 0 0 16
B-577 200 100 200 100 100 100 100 0 0 16
F i t z -6 5 100 100 2 00 2 00 100 100 100 0 0 16
Eq. Synovia l 100 100 100 200 100 100 100 0 0 128
Z-10 0 0 0 0 0 0 0 100 200 16
F e l .  Pneum. 0 0 0 0 0 0 0 50 100 64
*Cross r e a c t i o n  as  p e rc e n ta g e  o f  homologous t i t e r  (0=No r e a c t io n  o f  serum a t  a 1 :8  d i l u t i o n )  
1 Serum t i t e r  w ith  homologous a n t i g e n ,  ex p ressed  as r e c i p r o c a l  of the  d i l u t i o n
T a b l e  V.3 -  A n t i g e n i c  R e l a t i o n s h i p s  o f  C h l am y di a l  S t r a i n s  o f  B i o t y p e s  2 , 3 , 4 , 5  and 8,  Me di a t ed  by Mouse IgM A n t i b o d i e s




T i t e r 1LW-613 LW- 62 3 LW-679 F c -S t ra 66-P-130 L-71 PR-86 S45 1708 1710S GP-XC JP - I -7 5 1
LW-613 100* 200 2 00 100 0 0 0 50 50 50 0 0 16
LW-623 200 100 200 200 0 0 0 50 50 50 0 0 16
LW-679 50 100 100 50 0 0 0 12 0 0 0 0 64
F c -S t r a 0 100 200 100 0 0 0 100 0 0 0 0 8
66-P-130 0 0 0 0 100 0 0 0 25 25 0 6 128
L-71 0 0 0 0 0 100 100 50 0 0 0 0 32
PR-86 0 0 0 0 0 50 100 25 0 0 0 0 128
S45 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 128
1708 0 0 0 0 0 0 0 0 100 50 0 0 128
1710S 0 0 0 0 0 0 0 0 100 100 0 0 128
GP-IC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 32
JP -I-751 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
* Cross r e a c t i o n  as p re c e n ta g e  o f  homologous t i t e r  (0=<6% o r  no r e a c t i o n  of serum a t  1:8 d i l u t i o n )  
1 Serum t i t e r  w ith  homologous a n t i g e n ,  exp re s sed  as r e c i p r o c a l  of th e  d i l u t i o n CoU3
Table V.4 -  Antigenic R e la t ionships of  Chlamydial S t ra in s  of Biotypes 1 ,2 ,4 ,6  and 7, Mediated by Mouse IgG Antibodies in the In d i rec t  Microitnmunofluorescence Test.
ANTIGEN




LX-578 LW-508 SV-139 B-577 F i t z - 6 5
Equine 
Synov . LW-613 LW-623 LW-679 F c - S t r a L-71 PR-86 1708 171 OS Z -1 0
F e l .
Pneum.
Homologous
T i t e r *
EBA-59-795 100 100 2 00 2 00 200 100 200 12 12 12 6 12 6 50 25 0 0 128
EBA-LX-578 100 100 100 100 100 100 100 6 12 6 6 6 0 25 25 12 0 256
LW-5 08 50 50 100 100 100 50 50 12 25 12 6 6 0 12 12 12 0 256
SV-139 50 50 100 100 100 100 100 12 12 6 6 6 0 6 12 0 0 256
B-577 100 100 200 100 100 100 100 12 25 12 12 12 6 50 25 0 0 128
F i t  z -65 100 100 100 100 100 100 100 25 50 50 12 12 6 25 25 6 6 128
Eq. S y n o v ia l 200 100 2 00 200 100 100 100 12 25 6 6 12 6 50 25 12 12 128
LW-613 0 0 0 0 0 0 0 100 100 200 100 100 50 200 200 0 0 32
LW-623 0 0 0 0 0 0 0 100 100 100 100 50 25 2 00 100 0 0 64
LW-679 0 0 0 0 0 0 0 100 2 00 100 100 100 50 100 50 0 0 32
F c - S t r a 0 0 0 0 0 0 0 1 00 50 100 100 25 12 50 50 0 0 128
L-71 6 6 6 6 12 6 6 12 12 12 6 100 100 12 6 0 0 128
PR-86 6 6 6 6 12 6 6 12 12 12 6 100 100 12 0 0 0 128
1708 0 0 0 0 0 0 0 12 50 25 25 12 6 100 50 0 0 256
171 OS 0 0 0 0 0 0 0 6 12 12 0 12 6 100 100 0 0 256
Z -10 12 12 12 0 0 0 0 6 12 6 6 25 25 12 6 100 100 64
F e l . Penum. 12 12 12 12 12 12 12 6 25 6 0 12 12 25 12 1 00 100 64
* C ro s s  r e a c t i o n  as p r e c e n t a g e  o f  homologous t i t e r  (0=<62 o r  no r e a c t i o n  o f  serum a t  1 :8  d i l u t i o n )  
1 Serum t i t e r  w i th  homologous a n t i g e n ,  e x p r e s s e d  as r e c i p r o c a l  o f  t h e  d i l u t i o n
Table V.5 -  A n t ig en ic  R e la t i o n s h i p s  o f  Chlamydial S t r a i n s  of B io types  2 , 3 , 4 , 5  and 8, Mediated by Mouse IgG




T i t e r 1LW-613 LW-623 LW-679 F c - S t r a 66-P-130 L-71 PR-86 S45 1708 1710S GP-IC JP-I-751
LW-613 100* 100 200 100 200 100 50 12 200 200 0 200 32
LW-623 100 100 100 100 100 50 25 25 200 100 0 100 64
LW-679 100 200 100 100 50 100 50 25 100 50 0 50 32
F c -S t r a 100 50 100 100 50 25 12 12 50 50 0 50 128
66-P-130 0 0 0 0 100 0 0 0 50 50 0 12 256
L-71 12 12 12 6 0 100 100 6 12 6 0 0 128
PR-86 12 12 12 6 0 100 100 6 12 0 0 0 128
S45 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 256
1708 12 50 25 25 0 12 6 0 100 50 0 25 256
171 OS 6 12 12 0 12 12 6 0 100 100 0 12 256
GP-IC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 128
JP -I-751 12 25 25 12 50 12 12 0 200 100 0 100 128
*Cross r e a c t i o n  as p e rc e n ta g e  o f  homologous t i t e r  (0=s<6% or no r e a c t i o n  of serum a t  1:8 d i l u t i o n )  
1 Serum t i t e r  with  homologous a n t i g e n ,  e xp ressed  as r e c i p r o c a l  o f  the d i l u t i o n
00
Ln
Table V.6 -  Summary o f  Maximum Cross R eac t io n s  Observed Among D i f f e r e n t  Immunotypes of C. p s i t t a c i , 
_M ediated by Mouse IgG A n tib od ies  in  th e  I n d i r e c t  Microimmunofluorescence T es t .________________________
ANTIGEN
Antiserum Type 1 Type 2 Type 3 Type 4 Type 5 Type 6 Type 7 Type 8 Type 9
Type 1 100* 50 12 50 12
Type 2 100 100 100 25 100 100
Type 3 100 50 12
Type 4 12 12 100 6 12
Type 5 100
Type 6 50 12 12 100 25
Type 7 12 25 25 25 100
Type 8 100
Type 9 25 50 12 100 100
*Cross r e a c t i o n  as p e rc e n ta g e  o f  homologous t i t e r
00
O'
T a b le  V.7 -  R e s u l t s  o f  a One Way Im munotyping o f  F our  C. p s i t t a c i  I s o l a t e s ,  M e d ia ted  by Mouse IgG A n t i b o d ie s  in  the
M ic r o im m u n o f lu o re sc e n c e  T e s t .
ANTISERL'M

















( J P - I -7 5 1 )
Immunotype
I d e n t i f i e d
Equine Pneumonia 100* 0 0 12 0 0 12 0 0 1
Bov. Pneum. L-l 100 0 0 12 0 0 12 0 0 1
Bov. Pneum, L-14 25 100 50 25 0 100 6 0 100 6
Goat A bortion 100 0 0 12 0 0 12 0 0 1
*Cross r e a c t i o n  as 
1:8 d i l u t i o n ) .
p e rc e n ta g e  o f  the type  a n t i se ru ra  t i t e r w ith  i t s homologous a n t ig e n  (0=<6% or no r e a c t io n  of serum a t
CO
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T a b l e  V . 8 .  C o r r e l a t i o n  B e t w e e n  Im m u n o ty p e s  I d e n t i f i e d  by 
I n d i r e c t  M i c r o i m m u n o f l u o r e s c e n c e ,  and B i o t y p e s  o f  
C. p s i t t a c i  o f  M am mal ian  O r i g i n
IM I F - I m m u n o ty p e C h l a m y d i a l  s t r a i n B i o t v p e
1 E B A - 5 9 - 7 9 5 ,  EBA-LX-578,  LW-508,  
S V - 1 3 9 ,  B - 5 7 7 ,  F i t z - 6 5 ,
1
Bov.  P n e u m o n i a  L - l ,  Goat  a b o r t i o n  
Eq .  P n e u m o n i a ,  Eq.  S y n o v i a l ND
2 LW-613,  LW-623,  LW-679,  F c - S t r a 2
3 6 6 - P - l 3 0 3
4 L-71 4
P R - 8 6 ND
5 S45 5
6 171 OS 4
17 08,  Bov.  P n e u m o n ia  L -1 4 ND
7 F e l .  P n e u m o n i t i s  (Fromm v a c c i n e ) 7
Z - 1 0  (B o v .  p n e u m o n i a ? ) ND
8 GP-IC 8
9 J P - I - 7 5 1 ND
ND = Not d e t e r m i n e d
D I S C . D I S C .
C H L A M Y D I A L
S T O C Ku
F i g u r e  V . 1.
JZ X .
\ J d\sc.
1 : 1 0  IN 
P B S - S U C R O S E
L O W
S P E E D
C E N T R .
1 0  m i s  
P B S
V E L O C I T Y
D E N S I T Y
C E N T R .H I G H
. 5  m i s  
IV
S P E E D
C E N T R .
P r o c e d u r e  u s e d  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  c h i c k e n  e m b r y o -  
p r o p a g a t e d  c h l a m y d i a l  a n t i g e n s  f o r  m ouse  i n o c u l a t i o n .




Y 2 .5  mls/DISH
1 ml
WASH
3 0  DISHES 
(3x tO* CELLS/DISH)
1 : 1 0 0  IN 
PBS-SUCROSE 
(100 ml*) CENTRIFUGE
2 0 0 0 x g - 3 0 ' - 3 7 * CLOW
SPEED
CENT.
1 :1 0  IN 
P B S -S UCR OSE
FREEZE -  70°C 
AND USE FOR 
IMIF TESTPARTIAL
FRESH 1 9 9  MEDIUM PURIFICATION 
PLUS CYCLOHEXIMIOE
PBS
F i g u r e  V . 2 .  P r o c e d u r e  u s e d  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  c e l l  c u l t u r e - p r o p a g a t e d  
c h l a m y d i a l  a n t i g e n s  f o r  i n d i r e c t  m i c r o i m m u n o f l u o r e s c e n c e .
C H L A M Y D I A L  S T R A I N  
.5 mis I V / E A C H
1 5 - 2 0  M I C E  
( A N T I C H L A M Y D I A E  
A N T I B O D Y - F R E E )
3 - 5  M I C E  BL EED  
ON D AY 4  ( I gM )
B O O S T E R  
I N O C U L A T I O N  
IV ON DAY 7
B L EED  
ON DAY 1 1 
( IgG)
F i g u r e  V . 3 .  S c h e d u l e  o f  mouse  i n o c u l a t i o n s  an d  b l e e d i n g s  f o r  t h e  
p r o d u c t i o n  o f  c h l a m y d i a - s p e c i f i c  a n t i s e r a .




1:8  ► 1 : 256
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ooo  ooo 
o o o o o o
WASH
WASH
FITC GOAT ANTI MOUSE IgM/IgG 
SERUM
O O O O O O
o o o o o o
WASH, MOUNT, READ
F i g u r e  V . 4 .  A r r a n g e m e n t  o f  c h l a m y d i a l  a n t i g e n s  an d  a n t i s e r u m  
d i l u t i o n s  i n  t h e  i n d i r e c t  m i c r o i m m u n o f l u o r e s c e n c e  





F i g u r e  V . 5 .  P h o t o m i c r o g r a p h  o f  c h l a m y d i a l  e l e m e n t a r y  b o d i e s  a s  s e e n  
i n  t h e  i n d i r e c t  m i c r o i m m u n o f l u o r e s c e n c e  t e s t .  M a g n i f i c a ­
t i o n ,  x  4 0 0 .
CHAPTER VI: ANTIBODY RESPONSES OF COWS EXPERIMENTALLY INOCULATED
WITH ABORTIGENIC CHLAMYDIAE: DEVELOPMENT AND COMPARISON OF A MODIFIED
COMPLEMENT FIXATION TEST, AN INDIRECT INCLUSION FLUORESCENCE 
ANTIBODY TEST,  AND AN ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY.
V I . A .  INTRODUCTION
C h l a m y d i a  (CO p s i t t a c i  i s  a w i d e l y  d i s t r i b u t e d  o b l i g a t e  
i n t r a c e l l u l a r  b a c t e r i u m  w h i c h  e x h i b i t s  a b r o a d  p a t h o g e n i c  p o t e n t i a l .  
D e p e n d i n g  on f a c t o r s  s u c h  as  v i r u l e n c e  o f  t h e  s t r a i n ,  p h y s i o l o g i c a l  
s t a t e  o f  t h e  h o s t ,  e n v i r o n m e n t a l  f a c t o r s  an d  s t r e s s ,  a c h l a m y d i a l  
i n f e c t i o n  may l e a d  t o  p n e u m o n i a ,  g a s t r o e n t e r i t i s ,  c o n j u n c t i v i t i s ,  
p o l y a r t h r i t i s ,  e n c e p h a l o m y e l i t i s ,  a b o r t i o n  and i n f e r t i l i t y  i n  d i f f e r e n t  
a n i m a l  s p e c i e s  ( 1 7 5 ) .
D i a g n o s i s  o f  c h l a m y d i a l  i n f e c t i o n s  o f  d o m e s t i c  mammals i s  s t i l l  a 
d i f f i c u l t  t a s k ,  an d  t h e  i n c i d e n c e  o f  t h e s e  i n f e c t i o n s  i s  u n d e r e s t i m a t e d  
w i t h  t h e  c u r r e n t l y  a p p l i e d  d i a g n o s t i c  t e s t s .
The c l i n i c a l  s i g n s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  d i f f e r e n t  c h l a m y d i a - i n d u c e d  
d i s e a s e s  a r e  n o t  s p e c i f i c  e n o u g h  f o r  an  a c c u r a t e  d i a g n o s i s .  The d i r e c t  
v i s u a l i z a t i o n  o f  t h e  a g e n t  i n  i n f e c t e d  t i s s u e s  r e p r e s e n t s  a r e l a t i v e l y  
r a p i d  b u t  i n s e n s i t i v e  d i a g n o s t i c  p r o c e d u r e ,  and i t s  u s e f u l n e s s  i s  
r e s t r i c t e d  t o  e x f o l i a t i v e  c y t o l o g i c a l  p r e p a r a t i o n s  o f  c o n j u n c t i v a l  o r  
p l a c e n t a l  s a m p l e s  w h i c h  o f t e n  a r e  n o t  a v a i l a b l e  f o r  e x a m i n a t i o n .  The 
i s o l a t i o n  o f  c h l a m y d i a e  f r o m  c l i n i c a l  s p e c i m e n s  h a s  b e e n  i m p r o v e d  by 
r e p l a c i n g  t h e  commonly u s e d  c h i c k e n  em bry o  t e c h n i q u e s  by  f a s t e r  and 
m ore  s e n s i t i v e  c e l l  c u l t u r e  m e t h o d s  ( 8 0 ,  P e r e z - M a r t i n e z  an d  S t o r z ,  
A b s t r .  6 3 rd  M tg .  CRWAD, C h i c a g o ,  pp 4 5 ) ,  b u t  t h e  p r o c e s s  r e m a i n s  
t e c h n i c a l l y  d i f f i c u l t  and r e l a t i v e l y  few l a b o r a t o r i e s  o f f e r  t h i s
93
94
s e r v i c e .
F o r  t h e s e  r e a s o n s ,  t h e  d i a g n o s i s  o f  c h l a m y d i a l  i n f e c t i o n s  o f
c a t t l e ,  s h e e p  and  g o a t s  i s  d o n e  m a i n l y  by s e r o l o g y .  F o r  t h i s  p u r p o s e ,
a c o n v e n t i o n a l  c o m p l e m e n t  f i x a t i o n  (CF) t e s t  e m p l o y i n g  a g e n u s - s p e c i f i c  
c h l a m y d i a l  a n t i g e n  (Ag)  i s  f r e q u e n t l y  u s e d  ( 1 1 8 , 1 2 9 , 1 3 6 , 1 7 5 ) .  T h i s  
s e r o l o g i c a l  p r o c e d u r e  i s  u s e f u l  f o r  t h e  d i a g n o s i s  o f  c h l a m y d i a l  
d i s e a s e s  w i t h  a s y s t e m i c  p h a s e  o f  i n f e c t i o n ,  b u t  n o t  a l l  i m m u n o g l o b u l i n  
( I g )  i s o t v p e s  c a n  be  d e t e c t e d  ( 2 3 , 7 6 , 1 0 4 ) .  F u r t h e r m o r e ,  t h i s  t e s t
p r o b a b l y  d o e s  n o t  d e t e c t  c h l a m y d i a l  i n f e c t i o n s  l o c a l i z e d  t o  mucous
m e m b r a n e s .
S i n c e  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  m od ern t e s t s  s u c h  as  i m m u n o f l u o r e s c e n c e ,  
e n z y m e - l i n k e d  i m m u n o s o r b e n t  a s s a y s  (ELISA) an d  r a d i o  im m u n o a s s a y s  h a s  
s i g n i f i c a n t l y  i m p r o v e d  t h e  s e r o d i a g n o s i s  o f  c h l a m y d i a l  i n f e c t i o n s  i n  
man ( 3 8 , 8 4 , 9 4 , 1 3 3 , 1 4 1 , 1 5 5 , 1 8 2 , 1 9 1 ) ,  b i r d s  ( 5 4 , 1 4 0 , 1 5 3 ) ,  and l a b o r a t o r y  
a n i m a l s  ( 1 5 6 ) ,  t h e  o b j e c t i v e  o f  t h i s  s t u d y  was t o  d e v e l o p  and a s s e s  t h e  
d i a g n o s t i c  v a l u e  o f  m o d e r n  t e s t s  f o r  b o v i n e  c h l a m y d i a l  a b o r t i o n s .  F o r  
t h i s  p u r p o s e ,  a  m o d i f i e d  c o m p l e m e n t  f i x a t i o n  (MoCF) t e s t ,  an i n d i r e c t  
i n c l u s i o n  f l u o r e s c e n t  a n t i b o d y  ( U F A )  t e s t ,  and  an  ELISA w e r e  e v a l u a t e d  
by  m e a s u r i n g  t h e  c h l a m y d i a - s p e c i f i c  a n t i b o d y  r e s p o n s e s  o f  cows 
e x p e r i m e n t a l l y  i n o c u l a t e d  w i t h  d i f f e r e n t  a b o r t i g e n i c  s t r a i n s  o f  C. 
p s  i t t a c i .
V I . B .  MATERIALS AND METHODS
V I . B . l .  E x p e r i m e n t a l  A n i m a l s .  The c h l a m y d i a - s p e c i f i c  a n t i b o d y  
r e s p o n s e s  o f  11 cows t h a t  h a d  p r e v i o u s l y  b e e n  e x p e r i m e n t a l l y  i n o c u l a t e d  
w i t h  d i f f e r e n t  a b o r t i g e n i c  s t r a i n s  o f  C. p s i t t a c i  was s t u d i e d  u s i n g  
s e q u e n t i a l  s e r u m  s a m p l e s  c o l l e c t e d  f r o m  t h e  t i m e  o f  i n o c u l a t i o n  and f o r
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up t o  38 0 d a y s  l a t e r  ( 1 7 7 ) .  The cows w e r e  o f  d i f f e r e n t  b r e e d s  and t h e y  
w e re  i n  t h e  3 r d  t o  8 t h  m o n th  o f  g e s t a t i o n .
S i x  o f  t h e  cows (c o w s  1 3 4 ,  5 1 3 ,  5 7 6 ,  5 7 7 ,  Angus a n d  r e d  h e i f e r )  
w e r e  i n t r a m u s c u l a r l y  ( IM) i n o c u l a t e d ,  two cows (cows 329 an d  2 1 7 7 )  we re  
s u b c u t a n e o u s l y  (SC) i n o c u l a t e d ,  an d  two o t h e r  cows ( c o w s  275 and 
H o l s t e i n )  w e r e  i n t r a v e n o u s l y  ( I V )  i n o c u l a t e d  w i t h  t h e  EB A -5 9 - 7 9 5  o r  t h e  
LX-578 c h l a m y d i a l  s t r a i n s  o r i g i n a l l y  i s o l a t e d  f r o m  a b o r t e d  f e t u s e s  i n  
C a l i f o r n i a  and U t a h ,  r e s p e c t i v e l y  ( 1 7 3 , 1 7 7 ) .  An a d d i t i o n a l  cow (No.  
1 01)  was i n o c u l a t e d  IM w i t h  a  c h l a m y d i a l  s t r a i n  ( M . b . )  i s o l a t e d  f r o m  
c a t t l e  w i t h  i n t e s t i n a l  i n f e c t i o n s  ( 1 0 4 a ) .
V I . B . 2 .  Complement  F i x a t i o n  T e s t s .  The MoCF t e s t  was  p e r f o r m e d  i n  
a m i c r o t i t e r  s y s t e m  a s  d e s c r i b e d  by B o u l a n g e r  e t . a l . ( 1 4 ) ,  u s i n g  2 
u n i t s  o f  a g e n u s - s p e c i f i c  c h l a m y d i a l  a n t i g e n  (Ag) ( k i n d l y  p r o v i d e d  b y  
D r .  L.  P a g e )  ( 1 2 9 ) ,  and  2 u n i t s  o f  g u i n e a  p i g  co m p lem en t  s u p p l e m e n t e d  
w i t h  5% n o r m a l  c a l f  s e r u m  f r e e  o f  c h l a m y d i a - s p e c i f i c  a n t i b o d i e s  ( A b ) .  
T h i s  b o v i n e  s e r u m  h ad  a 50% h e m o l y s i s  t i t e r  o f  3 2 0 .
The s e r u m - A g - c o m p l e m e n t  m i x t u r e  r e a c t e d  f o r  18 h a t  8°C b e f o r e  t h e  
h e m o l y t i c  s y s t e m  w as  a d d e d .  I t  c o n t a i n e d  2 100% h e m o l y t i c  u n i t s  o f  
r a b b i t  h e m o l y s i n  f o r  s h e e p  r e d  b l o o d  c e l l s ,  an d  5% s h e e p  r e d  b l o o d  
c e l l s .  End p o i n t  t i t e r s  w e r e  r e c o r d e d  a s  t h e  h i g h e s t  2 - f o l d  s e r u m  
d i l u t i o n s  ( 0 . 3  l o g ^ g )  w i t h  a t  l e a s t  a 50% i n h i b i t i o n  o f  h e m o l y s i s .
The p r o c e d u r e s  f o r  t h e  s t a n d a r d  CF t e s t  w e re  i d e n t i c a l  t o  t h o s e  o f  t h e  
MoCF t e s t  b u t  w i t h o u t  b o v i n e  s e r u m  s u p p l e m e n t .  The two t e s t s  w e re  
p e r f o r m e d  s i m u l t a n e o u s l y  when s e r u m  s a m p l e s  w e r e  t e s t e d  w i t h  b o t h .
V I . B . 3 .  I n d i r e c t  I n c l u s i o n  F l u o r e s c e n t  A n t i b o dy T e s t .  The U F A  
t e s t  was p e r f o r m e d  i n  1 2 - w e l l  t e f l o n  c o a t e d  s l i d e s  ( C e l l - L i n e  
A s s o c i a t e s  I n c . ,  N e w f i e l d ,  N . . J . )  p r e v i o u s l y  s e e d e d  w i t h  L - c e l l s
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i n f e c t e d  i n  s u s p e n s i o n  w i t h  t h e  B577 o v i n e  a b o r t i o n  s t r a i n  o f  C. 
p s i t t a c i  as  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  (S e e  C h a p t e r  I I I ) .  The c e l l s  w e re  
f i x e d  i n  c o l d  f o r m a l d e h y d e  f o r  5 min  an d  s t o r e d  a t  - 7  0°C u n t i l  t h e y  
w e re  u s e d .  Se rum s a m p l e s  w e re  t e s t e d  a s  d e s c r i b e d  e l s e w h e r e  ( 1 3 3 )  
u s i n g  a  c o m m e r c i a l  F I T C - r a b b i t  a n t i - b o v i n e  IgG (H+L) c o n j u g a t e  (U . S .  
B i o c h e m i c a l  C o r p o r a t i o n ,  C l e v e l a n d ,  O h io )  d i l u t e d  i n  p h o s p h a t e  b u f f e r e d  
s a l i n e  (PBS) o f  pH 7 . 1 ,  an d  c o u n t e r s t a i n e d  w i t h  E vans  b l u e .  The t e s t  
was  r e a d  w i t h  a  C a r l  Z e i s s  e p i f l u o r e s c e n c e  m i c r o s c o p e  u s i n g  a  4 0 x  o i l  
i m m e r s i o n  l e n s .  End p o i n t  t i t e r s  w e re  r e c o r d e d  as  t h e  h i g h e s t  2 - f o l d  
s e r u m  d i l u t i o n s  ( 0 . 3  l o g j o )  w i t h  w h i c h  c h a r a c t e r i s t i c  c h l a m y d i a l  
i n c l u s i o n s  f l u o r e s c e d  ( F i g .  V I . 1 ) .
V I . B . 4 .  Enzyme L i n k e d  Im m u n o s o r b e n t  A s s a y .  The ELISA was 
p e r f o r m e d  on n o n -  i r r a d i a t e d  Immulon I  m i c r o t i t e r  p l a t e s  ( D y n a t e c h  
L a b o r a t o r i e s  I n c . ,  A l e x a n d r i a ,  V a . )  a s  r e c e n t l y  d e s c r i b e d  i n  d e t a i l  
( 1 5 5 ) .  A p a r t i c u l a t e d  c h l a m y d i a l  a n t i g e n  a t  a d i l u t i o n  o f  1 : 2 0 0  and 
d u p l i c a t e s  o f  a  s i n g l e  s e r u m  d i l u t i o n  o f  1 : 1 0 0  w e r e  u s e d .  The 
c h l a m y d i a l  Ag was o b t a i n e d  by d i f f e r e n t i a l  c e n t r i f u g a t i o n  a f t e r  
f r e e z i n g  a n d  t h a w i n g  h e a v i l y  i n f e c t e d  L - c e l l  m o n o l a y e r s  p e r s i s t e n t l y  
i n f e c t e d  w i t h  t h e  B577 o v i n e  a b o r t i o n  s t r a i n  o f  C. p s i t t a c i  ( S e e  
C h a p t e r  I V ) .  C e l l  l y s a t e s  f r o m  f i v e  1 50  cm^ t i s s u e  c u l t u r e  f l a s k s  
w e re  c e n t r i f u g e d  f i r s t  a t  5 0 0  xg  f o r  5 min t o  s e d i m e n t  t h e  c e l l u l a r  
n u c l e i .  The r e s u l t a n t  s u p e r n a t a n t  was c e n t r i f u g e d  a t  1 2 , 0 0 0  x g  f o r  1 h 
t o  s e d i m e n t  t h e  c h l a m y d i a e .  The c h l a m y d i a l  p e l l e t  was w a sh e d  t w i c e  
b e f o r e  i t  was r e s u s p e n d e d  i n  10 m is  o f  PBS o f  pH 7 . 1 ,  u s i n g  a B r a n s o n  
s o n i f i e r .  T h i s  a n t i g e n  was a l i q u o t e d  and  s t o r e d  a t  - 7 0 ° C .  C e l l  
l y s a t e s  o f  n o n - i n f e c t e d  L - c e l l  m o n o l a y e r s  w e r e  t r e a t e d  t h e  same way and 
s e r v e d  a s  L - c e l l  Ag c o n t r o l s .
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M i c r o t i t e r  p l a t e s  c o a t e d  w i t h  t h e  c h l a m y d i a l  a n d  L - c e l l  c o n t r o l  Ags 
w e r e  i n c u b a t e d  f o r  18 h a t  3 7°C ,  t r e a t e d  w i t h  f o r m a l d e h y d e  f o r  5 m in  
a n d  s t o r e d  i n  a d e s s i c a t o r  a t  4°C u n t i l  t h e y  w e r e  u s e d .
I m m u n o a f f i n i t y - p u r i f i e d  Abs s p e c i f i c  f o r  b o v i n e  IgO (H+L) and 
c o n j u g a t e d  w i t h  h o r s e r a d i s h  p e r o x i d a s e  ( 1 5 4 )  w e r e  u s e d  a t  a  d i l u t i o n  o f  
1 : 2 0 0 0 ,  f o l l o w e d  by  2 , 2 - a z i n o - d i - ( 3 - e t h y l b e n z t h i a z o l i n e  s u l f o n i c  a c i d )  
(ABTS) (S ig m a  C h e m i c a l  C o . ,  S t .  L o u i s ,  Mo .)  as  a s u b s t r a t e .  S e r a  o f  
t h e  same cow w e r e  t e s t e d  i n  s e q u e n c e  o f  b l e e d i n g s  on t h e  same 
m i c r o t i t e r  p l a t e ,  and t h e  o p t i c a l  d e n s i t y  a t  4 1 0  nm (OD^^q) was  
r e c o r d e d  t h r o u g h  a n  ELISA r e a d e r  ( D y n a t e c h  L a b o r a t o r i e s ,  I n c . ,  
A l e x a n d r i a ,  V i r g i n i a )  when a p o s i t i v e  s t a n d a r d  s e r u m  r e a c h e d  a v a l u e  o f  
0 . 8 0 0 .  The n e t  OD v a l u e  o f  e a c h  s e r u m  was  d e t e r m i n e d  by s u b t r a c t i n g  
t h e  a v e r a g e  (n = 2 )  OD o b t a i n e d  w i t h  t h e  L - c e l l  Ag f r o m  t h e  a v e r a g e  OD 
(n = 2 )  o b t a i n e d  w i t h  t h e  c h l a m y d i a l  Ag. A b a s e  l i n e  o f  s i g n i f i c a n c e  was 
c a l c u l a t e d  a t  an O D = 0 .1 0 0 ,  w h i c h  r e p r e s e n t s  t h e  a v e r a g e  L - c e l l  
A g - r e a c t i o n  o f  5 0 r a n d o m  d e t e r m i n a t i o n s ,  p l u s  2 s t a n d a r d  e r r o r s  o f  t h e  
mean .
V I . C .  RESULTS
V I . C . l .  M o d i f i e d  V e r s u s  S t a n d a r d  Complement  F i x a t i o n  T e s t . The 
a p p l i c a t i o n  o f  t h e  MoCF t e s t  t o  s e q u e n t i a l  s e r u m  s a m p l e s  o f  3 d i f f e r e n t  
cows ( c o w s  101 ,  2177 and  A n g u s ) ,  r e s u l t e d  i n  an  a v e r a g e  ( n = 2 3 )  4 - f o l d  
i n c r e a s e  i n  t i t e r  and  a  l a r g e r  number  o f  p r e -  and p o s t - i n o c u l a t i o n  
p o s t i v e  s a m p l e s  i n  c o m p a r i s o n  t o  t h e  s t a n d a r d  CF t e s t .
The t y p i c a l  r e s p o n s e  o f  t h e  IM i n o c u l a t e d  cow 101 a b o r t i n g  45  d a y s  
p o s t  i n o c u l a t i o n  i s  r e p r e s e n t e d  i n  F i g u r e  V I . 3 .  T h i s  cow was 
s e r o n e g a t i v e  a s  d e t e r m i n e d  by t h e  s t a n d a r d  CF t e s t ,  and  i t  d i d  n o t
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bec o m e  p o s i t i v e  u n t i l  a f t e r  a b o r t i o n .  In  c o n t r a s t ,  w i t h  t h e  m o d i f i e d  
t e s t ,  an e a r l i e r  a n t i b o d y  r e s p o n s e  was d e t e c t e d ,  and i n  f a c t ,  t h e  cow 
h a d  a l r e a d y  a  d e t e c t a b l e  t i t e r  b e f o r e  t h e  i n o c u l a t i o n .
B e c a u s e  o f  t h e  c o n s i s t e n t l y  h i g h e r  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  MoCF t e s t ,  
t h e  s t a n d a r d  CF. t e s t  was n o t  a p p l i e d  t o  t h e  s e r u m  s a m p l e s  c o l l e c t e d  
f r o m  t h e  r e s t  o f  t h e  cows i n  t h i s  c o m p a r a t i v e  e v a l u a t i o n .
V I . C . 2 .  R e l a t i o n s h i p  B e t w e e n  O p t i c a l  D e n s i t y  and Serum D i l u t i o n  i n  
t h e  ELISA. ELISA t i t r a t i o n s  o f  s e l e c t e d  s e r u m  s a m p l e s  o f  known 
I I F A - t i t e r s  r a n g i n g  f r o m  1 : 8  t o  1 : 4 0 9 6  showed a s t a t i s t i c a l l y  
s i g n i f i c a n t  c o r r e l a t i o n  ( p < 0 . 0 0 1 )  b e t w e e n  t h e  OD v a l u e s  and t h e  
d i l u t i o n  f a c t o r s ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t i m e  c o n s u m i n g  s e r u m  t i t r a t i o n s  c o u l d  
b e  r e p l a c e d  by a  s i n g l e  d e t e r m i n a t i o n  a t  a 1 : 1 0 0  d i l u t i o n  t o  
d e m o n s t r a t e  q u a n t i t a t i v e  d i f f e r e n c e s  i n  c h l a m y d i a - s p e c i f i c  Ab l e v e l s  
( F i g .  V I . 2 ) .
V I . C . 3 .  Dynamics  o f  t h e  A n t i b o d y  R e s p o n s e s  D e t e r m i n e d  by  t h e  MoCF, 
U F A  and ELISA T e s t s .
S i x  o f  t h e  11 cows t e s t e d  (55%) h a d  d e t e c t a b l e  p r e - i n o c u l a t i o n  
c h l a m y d i a - s p e c i f i c  Ab t i t e r s  b e t w e e n  1 : 8  a n d  1 : 1 6  when t e s t e d  by t h e  
MoCF t e s t .  I n  c o n t r a s t ,  9 o f  11 ( 8 2 % ) ,  and 10 o f  11 (91%) 
p r e - i n o c u l a t i o n  s a m p l e s  h a d  d e t e c t a b l e  Ab t i t e r s  o r  s i g n i f i c a n t  OD 
v a l u e s  a s  d e t e r m i n e d  by t h e  U F A  and t h e  ELISA t e s t s  r e s p e c t i v e l y ,  b o t h  
o f  w h i c h  u s e  c o n j u g a t e s  o f  t h e  same s p e c i f i c i t y  ( T a b l e  V I . 1 ) .  The 
p r e - i n o c u l a t i o n  U F A  t i t e r s  r a n g e d  f r o m  1 : 8  t o  1 : 6 4 ,  and t h e  ELISA 
v a l u e s  (0D41Q) v a r i e d  f r o m  0 . 1 5 0  t o  0 . 4 5 0 .  F o l l o w i n g  t h e  
e x p e r i m e n t a l  c h l a m y d i a l  i n o c u l a t i o n s ,  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e s  i n  Ab 
l e v e l s  w e r e  a l w a y s  o b s e r v e d  i r r e s p e c t i v e  o f  t h e  p r e - i n o c u l a t i o n  t i t e r .
The c h l a m y d i a - s p e c i f i c  r e a c t i o n  o f  s e q u e n t i a l  s e r u m  s a m p l e s  o f  cows
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e x p e r i e n c i n g  a b o r t i o n  a f t e r  IM i n o c u l a t i o n  w i t h  e i t h e r  one  o f  t h e  
b o v i n e  a b o r t i o n  s t r a i n s  o r  w i t h  t h e  i n t e s t i n a l  i s o l a t e  was s i m i l a r .  A 
t y p i c a l  b i p h a s i c  Ab r e s p o n s e  i s  d e p i c t e d  f o r  t h e  Angus cow,  w h i c h  
a b o r t e d  52 d a y s  p o s t  IM i n o c u l a t i o n  w i t h  t h e  LX-578 i s o l a t e  ( F i g .
V I . 4 ) .  A m i n o r  a n t i b o d y  r i s e  a p p e a r e d  2 0 d a y s  p o s t  i n o c u l a t i o n ,  and  a 
2nd m a j o r  Ab r i s e  a p p e a r e d  3 0  d a y s  f o l l o w i n g  a b o r t i o n .
The r e m a i n i n g  cows e x p e r i e n c i n g  a b o r t i o n  a f t e r  SC o r  IV i n o c u l a t i o n  
w i t h  b o v i n e  a b o r t i o n  c h l a m y d i a l  s t r a i n s  h ad  c h a n g e s  i n  a n t i b o d y  l e v e l s  
s i m i l a r  t o  t h o s e  d e s c r i b e d .  F i g u r e  V I . 5 r e p r e s e n t s  t h e  t y p i c a l  
b i p h a s i c  p a t t e r n  o b s e r v e d  i n  t h e  SC i n o c u l a t e d  cow 3 2 9 ,  w h i c h  a b o r t e d  
5 6  d a y s  p o s t  i n o c u l a t i o n .  The c h a n g e s  c h a r a c t e r i s t i c  o f  t h e  IV 
i n o c u l a t e d  cow 3 7 5 ,  w h i c h  a b o r t e d  36 d a y s  p o s t - i n o c u l a t i o n  and was 
c h a l l e n g e -  i n o c u l a t e d  92 d a y s  l a t e r ,  a r e  r e p r e s e n t e d  i n  f i g u r e  V I .  6.
The a b o r t i o n  o c c u r r e d  e a r l i e r  i n  t h i s  c a s e  and t h e  b i p h a s i c  t y p e  o f  
r e s p o n s e  was n o t  a p p a r e n t .  Maximum Ab l e v e l s  w e r e  o b s e r v e d  69 d a y s  
p o s t  i n o c u l a t i o n ,  and  s t a r t e d  t o  d e c l i n e  g r a d u a l l y  t h e r e a f t e r .  The 
c h a l l e n g e - i n o c u l a t i o n  b o o s t e d  t h e  immune r e s p o n s e  a g a i n ,  b u t  t h e  
i n c r e a s e  i n  Ab l e v e l s  o b s e r v e d  a t  t h i s  t i m e  a p p e a r e d  t o  b e  l e s s  
p r o n o u n c e d .
Th e IV i n o c u l a t i o n  o f  a p r e g n a n t  H o l s t e i n  cow,  w h i c h  d i d  n o t  
e x p e r i e n c e  a n  a b o r t i o n ,  r e s u l t e d  i n  a s i n g l e  Ab r i s e  w i t h  p e a k  v a l u e s  
o b s e r v e d  15 d a y s  p o s t  i n o c u l a t i o n  ( F i g .  V I . 7 ) .  The t i t e r s  t h e n  
d e c l i n e d  g r a d u a l l y .
O v e r a l l ,  t h e  d y n a m i c s  o f  t h e  a n t i b o d y  r e s p o n s e s  h ad  s i m i l a r  
p a t t e r n s  w i t h  a l l  t h r e e  s e r o l o g i c a l  t e s t s  e m p l o y e d .  The t i t e r s  
o b t a i n e d  by  t h e  U F A  t e s t  w e r e  p l o t e d  a g a i n s t  t h e  ELISA v a l u e s  o b t a i n e d  
a t  a s i n g l e  s e r u m  d i l u t i o n  o f  1 : 1 0 0 ,  and  a s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t
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c o r r e l a t i o n  v a l u e  was o b t a i n e d  ( p < 0 . 001)  ( F i g .  V I . 8 ) .
V ! . D. DISCUSSION
F i n d i n g s  f r o m  t h i s  i n v e s t i g a t i o n  c l e a r l y  d e m o n s t r a t e  t h a t  i t  i s  
p o s s i b l e  t o  i m p r o v e  s i g n i f i c a n t l y  t h e  s e r o d i a g n o s i s  o f  b o v i n e  
c h l a m y d i a l  a b o r t i o n s ,  and p o s s i b l y  o t h e r  c h l a m y d i a l  i n f e c t i o n s  o f  
c a t t l e .  The c o n s i s t e n c y  o f  a b i p h a s i c  a n t i b o d y  r e s p o n s e  o b s e r v e d  i n  
t h e  cows w h i c h  e x p e r i e n c e d  c h l a m y d i a - i n d u c e d  a b o r t i o n s  i n d i c a t e s  t h a t  
t h e s e  i n f e c t i o n s  c a n  be  d i a g n o s e d  by t e s t i n g  p a i r e d  s e r u m  s a m p l e s  
c o l l e c t e d  a t  t h e  t i m e  o f  a b o r t i o n  and 3 w e ek s  l a t e r .
I t  i s  l i k e l y  t h a t  t h e  h i g h  p e r c e n t a g e  o f  p r e - i n o c u l a t i o n  
s e r o p o s i t i v e  cows d e t e c t e d  by t h e  U F A  t e s t  and t h e  ELISA was t h e  
r e s u l t  o f  p r e v i o u s  e x p o s u r e  t o  c h l a m y d i a l  a n t i g e n s .  The o c c u r r e n c e  o f  
c l i n i c a l l y - i n a p p a r e n t  p e r s i s t e n t  i n t e s t i n a l  i n f e c t i o n s  w i t h  c h l a m y d i a e  
i n  r u m i n a n t s  h a s  b e e n  r e p o r t e d  f r e q u e n t l y  ( 1 2 9 , 1 6 9 ) .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  
p r e s e n c e  o f  t h e s e  i n t e s t i n a l  i n f e c t i o n s  do n o t  see m t o  s t i m u l a t e  
i m m u n i t y  a g a i n s t  e x p e r i m e n t a l  c h a l l e n g e ,  e v e n  when t h e  h o m o l o g o u s  
s t r a i n  i s  u s e d  ( 1 6 9 ) .
T he  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  commonly u s e d  s t a n d a r d  CF t e s t  was n o t a b l y  
i m p r o v e d  by t h e  a d d i t i o n  o f  b o v i n e  c o m p l e m e n t .  T h i s  o b s e r v a t i o n  i s  i n  
a g r e e m e n t  w i t h  s e v e r a l  p r e v i o u s  r e p o r t s  by o t h e r  i n v e s t i g a t o r s  i n  w h ic h  
t h e  s e r o d i a g n o s i s  o f  d i f f e r e n t  i n f e c t i o u s  d i s e a s e s ,  n o t  o n l y  o f  c a t t l e  
( 1 5 , 1 0 4 )  b u t  a l s o  o t h e r  a n i m a l  s p e c i e s  ( 2 1 ) ,  was s i m i l a r l y  i m p r o v e d  by 
s u p p l e m e n t i n g  t h e  g u i n e a  p i g  co m p le m e n t  w i t h  co m p le m e n t  f r o m  t h e  
s p e c i e s  b e i n g  t e s t e d .  The b a s i s  f o r  t h i s  im p ro v e m e n t  s ee m s  t o  be t h e  
n e e d  o f  s p e c i e s - s p e c i f i c  h e a t - l a b i l e  co m p lem en t  co m p o n en t  Cl  f o r  
f i x a t i o n  o f  g u i n e a  p i g  co m p le m e n t  by some i m m u n o g l o b u l i n  ( i g )  i s o t y p e s
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( 2 2 , 8 5 ) .  I n  t h e  c a s e  o f  c a t t l e ,  i t  h a s  b e e n  shown t h a t  w h i l e  IgG^ 
c a n  f i x  g u i n e a  p i g  c o m p l e m e n t  u n d e r  c o n d i t i o n s  o f  t h e  s t a n d a r d  CF t e s t ,  
IgG 2  c a n  o n l y  be  d e t e c t e d  i n  t h e  s u p p l e m e n t e d  t e s t  ( 2 3 , 7 6 , 1 0 4 ) .  The 
a b i l i t y  o f  b o v i n e  IgM t o  f i x  g u i n e a  p i g  co m p lem en t  seems  t o  d e p e n d  on 
t h e  n a t u r e  o f  t h e  Ag i n v o l v e d  ( 4 3 , 7 6 , 1 5 4 ) .
P r e l i m i n a r y  e v i d e n c e  o b t a i n e d  by ELISA u s i n g  s u b c l a s s - s p e c i f i c  
c o n j u g a t e s  seems  t o  i n d i c a t e  t h a t  t h e  c h l a m y d i a - s p e c i f i c  a n t i b o d y  
f r a c t i o n  o f  t h e  s e r u m  s a m p l e s  t e s t e d  c o n t a i n s  h i g h  l e v e l s  o f  
n o n - c o m p l e m e n t  b i n d i n g  Ig G 2  ( S c h m e e r  e t . a l . M a n u s c r i p t  i n  
p r e p a r a t i o n ) .  T h i s  o b s e r v a t i o n  may e x p l a i n  t h e  d i f f e r e n t  r e s u l t s  
o b t a i n e d  by t h e  s t a n d a r d  and t h e  MoCF t e s t s .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  good 
c o r r e l a t i o n  f o u n d  b e t w e e n  t h e  MoCF t e s t  and t h e  IgG Il+L c h a i n - s p e c i f i c  
U F A  t e s t  and  ELISA i s  m o s t  l i k e l y  b a s e d  on t h e  p r e d o m i n a n t  r e a c t i o n  o f  
1 8^ 2 .
I n  s p i t e  o f  t h e  s u p e r i o r i t y  o f  t h e  MoCF t e s t  o v e r  t h e  s t a n d a r d  CF 
t e s t ,  t h e  U F A  t e s t  a n d  t h e  ELISA s u r p a s s e d  t h e  r e a c t i v i t y  o f  t h e  MoCF 
t e s t .  The U F A  t e s t  and t h e  ELISA d e t e c t e d  a l a r g e r  nu m ber  o f  
p r e i n o c u l a t i o n  s e r o p o s i t i v e  cows t h a n  t h e  MoCF t e s t .  R e l a t i v e l y  h i g h e r  
t i t e r s  w e r e  o b t a i n e d  w i t h  t h e  U F A  t e s t ,  and h i g h  0D v a l u e s  w e re  
r e a c h e d  w i t h  t h e  ELISA u s i n g  s i n g l e  s e r u m  d i l u t i o n s  o f  1 : 1 0 0 .
The MoCF t e s t  d e s c r i b e d  i n  t h i s  s t u d y  u s e d  a b o i l e d  c h i c k e n  e m b r y o -  
p r o p a g a t e d  c h l a m y d i a l  Ag, and  t h u s  d e t e c t e d  m a i n l y  g e n u s - s p e c i f i c  Abs 
( 4 6 , 1 2 9 ,  1 7 5 ) .  I n  c o n t r a s t ,  b o t h  t h e  U F A  t e s t  and t h e  ELISA u s e d  w ho le  
C. p s i t t a c i  o r g a n i s m s  c o n t a i n i n g  b o t h  g e n u s -  and s t r a i n - s p e c i f i c  Ags 
( 8 4 , 1 3 3 ) .  S i n c e  t h e  c h l a m y d i a l  s t r a i n  u s e d  i n  t h e s e  two p r o c e d u r e s  
b e l o n g s  t o  t h e  same im muno type  a s  t h e  c h l a m y d i a l  s t r a i n s  u s e d  t o  i n f e c t  
t h e  cows t e s t e d  (S e e  c h a p t e r  V ) , i t  i s  l i k e l y  t h a t  i n  a d d i t i o n  t o  t h e
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g e n u s - s p e c i f i c  A b s ,  s t r a i n - s p e c i f i c  Abs w e r e  a l s o  d e t e c t e d .
The u n s a t i s f a c t o r y  r e s u l t s  o b t a i n e d  i n  a p r e v i o u s  e f f o r t  t o  d e v e l o p  
a n  ELISA f o r  t h e  d i a g n o s i s  o f  c h l a m y d i a l  i n f e c t i o n s  i n  c a t t l e  may h a v e  
d e r i v e d  f r o m  t h e  u s e  o f  Ag p r e p a r a t i o n s  and i tunune r e a g e n t s  o f  
d i f f e r e n t  s p e c i f i c i t i e i s  ( 8 6 ) .
The I I F A  t e s t  and t h e  ELISA see m t o  be  w e l l  s u i t e d  f o r  r o u t i n e  
s e r o l o g i c a l  d i a g n o s i s  o f  c h l a m y d i a l  i n f e c t i o n s  o f  c a t t l e .  The 
s e l e c t i o n  o f  e i t h e r  one  o f  t h e m  s h o u l d  d e p e n d  on t h e  p a r t i c u l a r  n e e d s  
o f  a  g i v e n  l a b o r a t o r y .  The I I F A  t e s t  i s  r e l a t i v e l y  e a s y  t o  p e r f o r m  an d  
t o  i n t e r p r e t ,  and r e q u i r e s  o n l y  a m i c r o s c o p e  f i t t e d  f o r  
i m m u n o f l u o r e s c e n c e .  On t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  ELISA e l i m i n a t e s  t h e  
s u b j e c t i v e  i n t e r p r e t a t i o n s  i n h e r e n t  t o  i m m u n o f l u o r e s c e n c e  p r o c e d u r e s  by 
g i v i n g  o b j e c t i v e  s p e c t o p h o t o m e t r i c  v a l u e s .  B e c a u s e  s i n g l e  s e r u m  
d i l u t i o n s  g i v e  r e a d i n g s  r e f l e c t i n g  Ab l e v e l s ,  r e l a t i v e l y  l a r g e  n u m b ers  
o f  s e r u m  s a m p l e s  c a n  b e  t e s t e d  s i m u l t a n e o u s l y .  An a d d i t i o n a l  a d v a n t a g e  
o f f e r e d  b y  t h e  I I F A  t e s t  and t h e  ELISA i s  t h e  o p p o r t u n i t y  f o r  
d e t e r m i n i n g  s p e c i f i c  i s o t y p e -  and  s u b i s o t y p e - a n t i b o d v  r e s p o n s e s  w i t h o u t  
u s i n g  t i m e - c o n s u m i n g  f r a c t i o n a t i o n  p r o c e d u r e s .
TABLE V I .  1 -  F r e q u e n c y  o f  A n i m a l s  S e r o p o s i t i v e  f o r  C h l a m y d i a l  
A n t i g e n s ,  p r i o r  t o  E x p e r i m e n t a l  I n o c u l a t i o n .
P r e - i n o c u l a t i o n  s e r a
S e r o l o g i c a l  t e s t  No. o f  P o s i t i v e s  (%) T i t e r
MoCF 
I I F A  
ELISA (0D4 1 0 )
6 /1 1  ( 5 5 )  1 : 8 - 1 : 1 6
9 / 1 1  (8 2 )  1 : 8 - 1 : 6 4
1 0 / 1 1  ( 9 1 )  0 . 1 5 0 - 0 . 4 5 0
F i g u r e  V I . 1 .  P h o t o m i c r o g r a p h  o f  i n t r a c y t o p l a s m i c  c h l a m y d i a l  i n c l u s i o n s  
a s  s e e n  i n  t h e  i n d i r e c t  i n c l u s i o n  f l u o r e s c e n c e  a n t i b o d y  
t e s t .  M a g n i f i c a t i o n ,  x  4 0 0 .
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IM. i n o c u l a t i o n
3 8  6 6  ( 8 7  1 2 6
8 5  
a b o r t i o n
( i n test ina l  iso la te .  M b.)  D a y s  p o s t  i n o c u l a t i o n
F i g u r e  V I . 2 .  C h l a m y d i a - s p e c i f i c  a n t i b o d y  r e s p o n s e  
i n o c u l a t e d  cow 1 0 1 ,  a s  d e t e r m i n e d  by  
a n d  t h e  m o d i f i e d  CF t e s t s .
: 2 5 6  1 : 2 5 6
1:3 2  1 :32
1 4 9  1 7 0
o f  t h e  IM 

















2 3 .2 3 . 82.6
( 1 : 1 0 0 )  ( 1 : 4 0 0 )  ( 1 : 1 6 0 0 )  ( 1 : 6 4 0 0 )
L o g 10 o f  rec iprical  o f  s erum dilution
F i g u r e  V I . 3 .  R e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  o p t i c a l  d e n s i t y  
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F i g u r e  V I . 4 .  C h l a m y d i a - s p e c i f i c  a n t i b o d y  r e s p o n s e  o f  t h e  IM i n o c u l a t e d  Angus  cow,  
a s  d e t e r m i n e d  by  t h e  MoCF t e s t ,  t h e  I I F A ,  an d  t h e  ELISA.
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s . c .  i n o c u l a t i o n  a b o r t i o n
(abor t ion  iso l a te  E B A - 7 9 5 )  D a y s  p o s t  i n o c u l a t i o n
F i g u r e  V I . 5 .  C h l a m y d i a - s p e c i f i c  a n t i b o d y  r e s p o n s e  o f  t h e  SC i n o c u l a t e d  
cow 3 2 9 ,  a s  d e t e r m i n e d  by  t h e  MoCF t e s t ,  t h e  I I F A  t e s t ,  
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IV i n o c u l a t i o n  a b o r t i o n c h a l l e n g e
( a b o r t i o n  i so l a t e  E B A - 7 9 5 )  D a y s  p o s t  i n o c u l a t i o n
F i g u r e  V I . 6 .  C h l a m y d i a - s p e c i f i c  a n t i b o d y  r e s p o n s e  o f  t h e  IV i n o c u l a t e d  
cow 3 7 5 ,  a s  d e t e r m i n e d  by  t h e  MoCF t e s t ,  t h e  I I F A  t e s t ,  
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n o r m a l  c a l f  b o r n
D a y s  p o s t  i n o c u l a t i o n
F i g u r e  V I . 7 .  C h l a m y d i a - s p e c i f i c  a n t i b o d y  r e s p o n s e  o f  t h e  IV i n o c u l a t e d
H o l s t e i n  cow,  a s  d e t e r m i n e d  b y  t h e  MoCF t e s t ,  t h e  I I F A  t e s t ,  
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IFA ( L o g 1 0 o f  r e c i p r o c a l  t i t e r )
F i g u r e  V I . 8 .  C o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  ELISA a n d  t h e  I I F A  t e s t .
CHAPTER VII: SUMMARY
S u s p e n s i o n  c u l t u r e s  o f  L - c e l l s  w e re  i n f e c t e d  w i t h  c h l a m y d i a l  
s t r a i n s  a s s o c i a t e d  w i t h  b o v i n e  and o v i n e  a b o r t i o n ,  as  w e l l  as  w i t h  
s t r a i n s  a s s o c i a t e d  w i t h  o t h e r  c l i n i c a l  c o n d i t i o n s .  F r e s h l y  h a r v e s t e d  
y o l k  s a c s  o f  i n f e c t e d  c h i c k e n  em b ry o s  w e re  u s e d  a s  t h e  p r i m a r y  s o u r c e  
o f  i n f e c t i o n .  I n f e c t i v i t y  o f  c e l l  p r o p a g a t e d  c h l a m y d i a e  was a s s a y e d  a 
i n c l u s i o n  f o r m i n g  u n i t s  p e r  m l .  A b o r t i g e n i c  c h l a m y d i a e  ( b i o t v p e  1) 
m u l t i p l i e d  t o  h i g h  t i t e r s ,  and  h i g h  y i e l d s  o f  c h l a m y d i a l  i n f e c t i v i t y  
w e r e  o b t a i n e d  i n  s u b s e q u e n t  p a s s a g e s .  I n  c o n t r a s t ,  c h l a m y d i a l  s t r a i n s  
r e p r e s e n t a t i v e  o f  b i o t v p e s  2 ,  3 ,  4 ,  5 ,  7 a n d  8 d i d  n o t  i n f e c t  
s u s p e n s i o n  c u l t u r e s  e f f i c i e n t l y .  Low r a t e s  o f  i n f e c t i o n  w e re  o b t a i n e d  
on  t h e  f i r s t  p a s s a g e ,  and t h e  i n f e c t i v i t y  was l o s t  i n  t h e  p r o c e s s  o f  
a t t e m p t i n g  s u b p a s s a g e s  i n  s u s p e n s i o n  c u l t u r e s .  F i n d i n g s  f r o m  t h e  
i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  c h l a m y d i a e  and  s u s p e n d e d  h o s t  c e l l s  r e i n f o r c e  t h e  
c o n c e p t  t h a t  s t r a i n s  o f  C. p s i t t a c i  o f  s p e c i f i c  p a t h o g e n i c  p o t e n t i a l  
i n t e r a c t  d i f f e r e n t l y  w i t h  c u l t u r e d  c e l l s .  The s u s p e n s i o n  c u l t u r e  
m e t h o d ,  a l t h o u g h  l i m i t e d  t o  t h e  p r o p a g a t i o n  o f  a b o r t i g e n i c  c h l a m y d i a e ,  
r e p r e s e n t s  a u s e f u l  t e c h n i q u e  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  l a r g e  a m o u n t s  o f  
c h l a m y d i a l  a n t i g e n s  r e q u i r e d  f o r  v a c c i n e  p r o d u c t i o n ,  and f o r  a n t i g e n i c  
a n d  s e r o e p i d e m i o l o g i c a l  s t u d i e s .
L - c e l l s  i n o c u l a t e d  a t  m u l t i p l i c i t i e s  o f  i n f e c t i o n  (MOI) > 1 
i n c l u s i o n  f o r m i n g  u n i t  o f  t h e  a b o r t i g e n i c  c h l a m y d i a l  s t r a i n  B577 w e r e  
d e s t r o y e d  w i t h i n  1 0 - 1 5  d a y s .  Upon c o n t i n u e d  i n c u b a t i o n  i n  f r e s h  
m ed ium ,  a few s u r v i v i n g  c e l l s  r e p o p u l a t e d  t h e  f l a s k s  and t h e  r e e m e r g i n  
c u l t u r e s  r e m a i n e d  p e r s i s t e n t l y  i n f e c t e d .  The p e r s i s t e n t  s t a t e  was 
c h a r a c t e r i z e d  by c y c l e s  o f  r e p o p u l a t i o n  w i t h  a low r a t i o  o f  i n f e c t e d
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c e l l s ,  a n d  c y c l e s  o f  e x t e n s i v e  c y t o p a t h i c  c h a n g e s  w h e r e  > 90% o f  t h e  
c e l l s  h a d  c h l a m y d i a l  i n c l u s i o n s  and w h i c h  c o u l d  b e  d e l a y e d  o r  e v e n  
t e r m i n a t e d  by  p e n i c i l l i n  t r e a t m e n t .  I m m u n o f l u o r e s c e n c e  and 
s u p e r i n f e c t i o n  d u r i n g  t h e  p e r i o d  o f  r e p o p u l a t i o n  r e v e a l e d  t h a t  t h e  
p e r s i s t e n t l y  i n f e c t e d  c e l l s  c o u l d  a d s o r b  c h l a m y d i a e  b u t  t h e i r  
m u l t i p l i c a t i o n  was a r r e s t e d .  T h i s  n o n - p e r m i s s i v e  s t a t e  c o u l d  be  
t e r m i n a t e d  by t h e  s p e c i f i c  a c t i o n  o f  c y c l o h e x i m i d e . L - c e l l s  
s p o n t a n e o u s l y  c u r e d  f r o m  a  p e r s i s t e n t  i n f e c t i o n  e x h i b i t e d  no c h a n g e  i n  
s u s c e p t i b i l i t y  t o  c h l a m y d i a e  when c o m p a r e d  t o  n o r m a l  L - c e l l s .  H o w e v e r ,  
c h l a m y d i a e  d e r i v e d  f r o m  L - c e l l s  a f t e r  7 . 5  m o n t h s  o f  p e r s i s t e n c e  
d e s t r o y e d  L - c e l l  m o n o l a y e r s  more  r a p i d l y  an d  a t  l o w e r  MOIs t h a n  t h e  
w i l d  t y p e .  T h i s  s t a t e  o f  c h l a m y d i a - h o s t  c e l l  i n t e r a c t i o n  c o u l d  n o t  be 
e s t a b l i s h e d  w i t h  t h e  a r t h r o p a t h o g e n i c  s t r a i n  LW613 b e c a u s e  c h l a m y d i a l  
i n f e c t i v i t y  was l o s t  f o l l o w i n g  t h e  f i r s t  c y t o l y t i c  b u r s t  o f  i n f e c t i o n  
i n  t h e  c e l l  c u l t u r e s .  The p e r s i s t e n c e  d e s c r i b e d  f o r  t h e  s t r a i n  B577 -  
L - c e l l  s y s t e m  a p p e a r s  t o  d i f f e r  f r o m  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  m o d e l s  
i n v o l v i n g  o t h e r  c h l a m y d i a l  s t r a i n s .
T w e n ty  f i v e  i s o l a t e s  o f  CL p s i t t a c i  r e p r e s e n t i n g  a t  l e a s t  7 
d i f f e r e n t  b i o t y p e s  o f  b o v i n e ,  o v i n e ,  c a p r i n e ,  e q u i n e ,  f e l i n e ,  p o r c i n e  
an d  g u i n e a  p i g  o r i g i n  w e r e  im m u n o ty p ed  by  an i n d i r e c t  
m i c r o  i m m u n o f l u o r e s c e n c e  ( I M I F )  t e s t .  D i f f e r e n t  g r o u p s  o f  
c h l a m y d i a - f r e e  BALB/c m i c e  r e c e i v e d  two w e e k l y  i n t r a v e n o u s  i n o c u l a t i o n s  
w i t h  c h i c k e n  e m b r y o - p r o p a g a t e d ,  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  e l e m e n t a r y  b o d i e s  o f  
e a c h  s t r a i n .  A n t i s e r a  f o r  i m m u n o t y p i n g  w e re  c o l l e c t e d  4 d a y s  a f t e r  t h e  
f i r s t  i n o c u l a t i o n  an d  3 t o  4 d a y s  a f t e r  t h e  s e c o n d  i n o c u l a t i o n ,  and 
t e s t e d  f o r  a n t i c h l a m y d i a l  IgM and IgG a n t i b o d i e s  i n  t h e  IMIF t e s t  u s i n g  
c e l l  c u l t u r e -  p r o p a g a t e d ,  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  h o m o l o g o u s  and
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h e t e r o l o g o u s  a n t i g e n s .
N in e  im m u n o t y p e s  o f  C. p s i t t a c i  w e r e  d i s t i n g u i s h e d ,  t h e  c o r r e l a t i o n  
b e t w e e n  im m u n o ty p es  an d  b i o t y p e s  was c l o s e ,  and a p a t t e r n  o f  e i t h e r  
d i s e a s e  o r  h o s t  s p e c i f i c i t y  c o u l d  be  a s s o c i a t e d  w i t h  e a c h  i m m u n o t y p e . 
Most  im m u n o ty p es  i d e n t i f i e d  i n d u c e d  c r o s s  r e a c t i n g  a n t i b o d i e s  a g a i n s t  
e a c h  o t h e r ,  b u t  no s i g n i f i c a n t  c r o s s  r e a c t i o n s  w e re  o b s e r v e d  w i t h  
e l e m e n t a r y  b o d i e s  o f  t h e  mouse  p n e u m o n i t i s  s t r a i n  o f  C. t r a c h o m a t i s .  
F i n d i n g s  f r o m  t h i s  s t u d y  s h o u l d  p r o v i d e  t h e  n e c e s s a r y  b a c k g r o u n d  f o r  
t h e  r a t i o n a l  s e l e c t i o n  o f  p r o t o t y p e  s t r a i n s  o f  C. p s i t t a c i  f o r  f u t h e r
a n t i g e n i c  a n a l y s i s  a t  t h e  m o l e c u l a r  l e v e l .
S e q u e n t i a l  s e r u m  s a m p l e s  f r o m  11 cows e x p e r i m e n t a l l y  i n o c u l a t e d  
w i t h  d i f f e r e n t  a b o r t i g e n i c  s t r a i n s  o f  C. p s i t t a c i  w e re  t e s t e d  by a 
m o d i f i e d  co m p l e m e n t  f i x a t i o n  (MoCF) t e s t ,  an  i n d i r e c t  i n c l u s i o n  
f l u o r e s c e n c e  a n t i b o d y  ( U F A )  t e s t ,  and by  an e n z y m e - l i n k e d  
im m u n o s o r b e n t  a s s a y  ( E L I S A ) .  S i x  o f  11 cows (55%) h ad  d e t e c t a b l e  
p r e - i n o c u l a t i o n  t i t e r s  b e t w e e n  1 : 8  an d  1 : 1 6  when t e s t e d  b y  t h e  MoCF 
t e s t .  I n  c o n t r a s t ,  9 o f  11 (82%) an d  1 0  o f  11 (91%) p r e - i n o c u l a t i o n  
s a m p l e s  h a d  d e t e c t a b l e  c h l a m y d i a - s p e c i f i c  a n t i b o d i e s  (Ab) as  d e t e r m i n e d  
b y  t h e  I I F A  an d  t h e  ELISA t e s t s  r e s p e c t i v e l y .  The p r e - i n o c u l a t i o n  I I F A
t i t e r s  r a n g e d  f r o m  1 : 8  t o  1 : 6 4 ,  and t h e  ELISA v a l u e s  ( O D ^ q)
v a r i e d  f r o m  0 . 1 5 0  t o  0 . 4 5  0.
I n  a l l  i n s t a n c e s ,  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e s  i n  Ab l e v e l s  w e re  d e t e c t e d  
f o l l o w i n g  e x p e r i m e n t a l  i n o c u l a t i o n  a n d / o r  a b o r t i o n .  O v e r a l l ,  t h e  
p a t t e r n  o f  a n t i b o d y  r e s p o n s e  was s i m i l a r  w i t h  t h e  t h r e e  d i f f e r e n t  
s e r o l o g i c a l  t e c h n i q u e s  an d  t h e  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  I IFA  t e s t  and  
t h e  ELISA was s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  ( r = 0 . 6 5 ,  p < 0 . 0 0 1 ) .  The MoCF 
t e s t  i n c r e a s e d  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  s t a n d a r d  CF t e s t .  How ever ,  t h e
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I I F A  t e s t  an d  t h e  ELISA w e r e  e v e n  more  s e n s i t i v e  p r o b a b l y  b e c a u s e  t h e y  
w e re  a b l e  t o  d e t e c t  n o t  o n l y  g e n u s -  b u t  a l s o  s t r a i n - s p e c i f i c  A b s .  The 
I I F A  t e s t  a n d  t h e  ELISA w e r e  e a s y  t o  p e r f o r i n  an d  t o  i n t e r p r e t ,  b u t  
ELISA was more o b j e c t i v e  an d  s i m u l t a n e o u s  s c r e e n i n g  o f  l a r g e  n u m b e r s  o f  
s e r a  was  p o s s i b l e .  The c r i t e r i a  f o r  a d o p t i n g  e i t h e r  one  o f  t h e s e  two 
p r o c e d u r e s  i n  t h e  r o u t i n e  s e r o d i a g n o s i s  o f  c h l a m y d i a l  i n f e c t i o n s  o f  
c a t t l e  s h o u l d  b e  d e t e r m i n e d  by t h e  i n d i v i d u a l  n e e d s  an d  f a c i l i t i e s  o f  
e a c h  l a b o r a t o r y  i n v o l v e d .
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